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fu r t h e r d o w n th e t r e a t m e n t t r a i n . A s a r e s u l t , m a n y t r e a t m e n t p l a n t s p r e f e r i n t e r m e d i a t e o r p o st -
d i s i n f e c t i o n i n s t e a d o f p r e - o x i d a t i o n t o m i n im iz e t h e D B F s f o r m e d in fi n i s h e d d r in k i n g w a t e r
a n d i n o r d e r t o m e e t D B P r e g u l a t i o n s . T r e a t m e n t p l a n t s a l s o u t i l i z e t h e C T c o n c e p t f o r
d i s i n f e c t in g t h e w a t e r t o m e e t t h e s e r e g u l a t i o n s , w h e r e C i s a t a r g e t d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n
p r e s e n t i n t h e w a t e r f o r a s u f f i c i e n t c o n t a c t t i m e , T , t o s u c c e s s f ii l ly in a c t i v a t e h a rm f u l p a t h o g e n s
(S y m o n s , 19 9 9 ) . D B P f o r m a t i o n i s d e p e n d e n t o n b o t h C a n d T .
C o a g u l a t i o n n e u t r a l i z e s t h e n e g a t iv e c h a r g e o n s u s p e n de d p a r t i c l e s t h r o u g h a dd i t i o n o f
a l u m , f e r r i c c h l o r i d e , o r p o l y m e r s (X i e , 2 0 0 4 ) . O n c e t h e t a r g e t d o s e o f c o a g u l a n t i s a d d e d ,
e f f e c t iv e m i x i n g o f t h e c o a g u l a n t a n d r a w w a t e r i s n e c e s s a r y f o r e n s u r i n g t h a t a l l o f t h e p a r t i c l e s
h a v e b e e n n e u t r a l i z e d . T h e w a t e r u n d e r g o e s f l o c c u l a t io n t o b i n d t h e s e p r e v i o u s ly s u sp e n d e d
p a r t i c l e s i n t o l a r g e b u n d l e s , c a l l e d
" f l o e s ,
"
w h i c h a r e r e m o v e d b y g r a v i t y d u r i n g s e d i m e n t a t i o n
S c r e e n
S o u r c e Wa t e r
S e d im e n ta t i o n
P r e -
o x id a n t
C o a gu l a n t F l o c c u l a t i o n
C I , N H /
F i l t r a t i o n C le a r w e l l D i s t r ib u t i o n
F ig u r e 1 1 C o n v e n t i o n a l s u r f a c e w a t e r tr e a t m e n t p r o c e s s w i t h c h l o r a m i n a t i o n f o r d i s i n f e c t i o n
A d ap t e d f r o m L o g s d o n e t a l , 199 9
N e x t
,
t h e w a t e r u n d e r g o e s f i l t r a t i o n , c o m m o n l y w i t h s a n d o r a n t h r a c i t e , t o f u r t h e r s e p a r a t e a n y
r em a i n i n g s u s p e n d e d p a r t i c l e s f r o m t h e w a t e r , w h i c h i s t h e n t r e a t e d w i t h a d i s in f e c t a n t , u s u a l l y
c h l o r in e o r c h l o r a m i n e s i n t h e U n i t e d S t a t e s , t o d e s t r o y b a c t e r i a o r i n a c t i v a t e h a r m f u l v i r u s e s i n
t h e w a t e r . C T i s s o m e t i m e s a c h i e v e d b y a d d i n g d i s i n f e c t a n t b e f o r e fi l t r a t i o n . D o i n g s o a l s o
p r e v e n t s t h e fi l t e r f r o m b e c o m i n g b i o l o g i c a l ly a c t iv e I f c h l o r a m i n e s a r e th e d e s i r e d d i s i n f e c t a n t ,
a p r e
- f o r m e d c h l o r i n e a n d am m o n i a s o lu t i o n m a y b e a d d e d p r i o r t o fi l t r a t i o n , o r c h l o r i n e w o u l d
b e a d d e d b e f o r e f i lt r a t i o n f o l l o w e d b y a d d i t i o n o f a mm o n i a i n t h e c l e a r w e l l . S o m e w a t e r
t r e a t m e n t p l a n t s t r e a t t h e w a t e r w i t h g r a n u l a r a c t i v a t e d c a r b o n (G A C ) o r p o w d e r e d a c t iv a t e d
c a r b o n (F A C ) t o r e m o v e s y n t h e t i c o r n a t u r a l o r g a n i c c h e m i c a l s , s u c h a s p e s t i c i d e s o r h u m i c
s u b s t a n c e s , a n d t o i m p r o v e t h e t a s t e , o d o r , a n d c o l o r o f t h e fi n i s h e d w a t e r
F a c i l it i e s u s i n g U V i r r a d i a n c e m a y f o l l o w t h e c o n v e n t i o n a l t r e a t m e n t t r a i n u n t i l
s e d i m e n t a t i o n , w h e r e u p o n t h e w a t e r w o u l d b e fi l t e r e d a n d t r a n s p o r t e d t o a c l e a r w e l l . A t t h i s
p o i n t , m o s t o f t h e p a r t i c u l a t e m a t t e r h a s b e e n r e m o v e d a n d t h e w a t e r w o u l d b e t r e a t e d w i t h U V
t h u s o p t i m i z i n g U V t r a n s m i t t a n c e a n d r e d u c i n g c o s t s a s s o c i a t e d w it h m a i n t a i n i n g U V l a m p s
(U . S . E F A , 2 00 6 a ) . T h e w a t e r i s t r e a t e d w i t h c h l o r i n e o r c h l o r a m i n e s t o p r o v i d e a d i s i n f e c t a n t
r e s i d u a l a n d t h e n d i s t r i b u t e d .
A f t e r t r e a t m e n t o f d r i n k i n g w a t e r , i t i s t r a n s p o r t e d t hr o u g h a n e t w o r k o f p i p e s t o w a t e r
t o w e r s
,
st o r a g e a r e a s , o r d i r e c t l y t o c o n s u m e r s . T h e d i s t a n c e b e t w e e n t h e p o i n t o f e n t r y i n t o t h e
d i s t r i b u t i o n s y s t e m a n d t h e p o i n t a t w h i c h t h e d r i n k in g w a t e r r e a c h e s a f a u c e t v a r i e s fi r o m
c o n s u m e r t o c o n s u m e r W i t h i n t h i s d i s t a n c e , a v a r i e t y o f f a c t o r s c a n a f f e c t t h e q u a l i t y o f t h e
w a t e r . T h e s e i n c l u d e h o w l o n g t h e w a t e r s t a y s i n s i d e t h e p i p e s , t h e d i s i n f e c t a n t r e s i d u a l , p H ,
t e m p e r a t u r e , D B F p r e c u r s o r s , m i c r o b i a l i n t r u s i o n s , c o r r o s i o n o f t h e p i p e s , a n d b r o m i d e c o n t e n t
i n t h e w a t e r ( S i n g e r & R e c k h o w , 1 99 9 ) I n o r d e r t o k e e p p a t h o g e n s f r o m g r o w i n g i n t h e
d i s t r i b u t i o n s y s t e m , t r e a t m e n t p l a n t s a d d a n e x c e s s a m o u n t o f d i s i n f e c t a n t a t t h e p la n t o r b o o s t
t h e d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n d u r i n g d i s t r i b u t io n t o m a i n t a i n a r e s i d u a l c o n c e n t r a t i o n i n t h e
fi n i s h e d w a t e r T y p i c a l l y , f r e e c h l o ri n e r e s i d u a l s r a n g e b e t w e e n 0 1 a n d 0 . 3 m g /L , w h i l e
c h l o r a m i n e r e s i d u a l s r a n g e b e t w e e n 0 . 2 a n d 2 . 0 m g /L (G e l d r e i c h & L e C h e v a l l i e r , 1 9 9 9 ) . C u r r e n t
U S . E n v i r o n m e n t a l F r o t e c t i o n A g e n c y (E F A ) r e g u l a t i o n s a r e s e t a t a m a x i m u m r e s i d u a l




2 00 9 a ) .
A l t h o u g h m a i n t a i n i n g a d i s i n f e c t a n t r e s i d u a l i s n e c e s s a r y t o p r e v e n t m i c r o b i a l r e g r o w t h ,
d o i n g s o a f f e c t s D B F f o r m a t i o n (S i n g e r & R e c k h o w , 1 99 9 ) A s l o n g a s a d i s i n f e c t a n t r e s i d u a l
a n d D B F p r e c u r s o r s a r e p r e s e n t i n t h e f i n i s h e d d r i n k i n g w a t e r , t h e d i s i n f e c t a n t w i l l c o n t in u e t o
r e a c t w it h t h e s e p r e c u r s o r s o r p e r h a p s w i t h s o m e o f t h e l e s s s t a b l e D B F s w h i l e t h e w a t e r r em a i n s
i n t h e p ip e s . T h e c o n c e n t r a t i o n o f c e r t a i n h a l o g e n a t e d D B F s i s h e a v i ly in f lu e n c e d b y p H
e s p e c i a l l y t h o s e a f f e c t e d b y b a s e
- c a t a l y z e d h y d r o ly s i s m e c h a n i s m s (S i n g e r & R e c k h o w , 1 9 9 9 )
F o r m a t i o n o f b r o m i n e - o r i o d i n e - c o n t a in i n g D B F s i s a f f e c t e d b y t h e c o n c e n t r a t i o n o f b r o m i d e o r
i o d i d e i n t h e s o u r c e w a t e r B r o m i d e i s e a s i ly o x i d i z e d b y a q u e o u s c h l o r i n e t o f o r m hy p o b r o m o u s
a c i d (w i t h a l o g r a t e o f f o r m a t i o n o f 3 . 4 7 e q u i v a l e n t t o 2 . 9 5 x 10
^ M ' s
" '
a t 2 5 ° C ; Wo j t o w i c z ,
19 79 c i t e d i n H a a s
,
1 9 9 9 ) , w h i c h r e a c t s w i t h N O M t o g e n e r a t e b r o m i n e - c o n t a i n i n g D B F s .
S i m i l a r ly , i o d i d e f o r m s h y p o i o d o u s a c id i n t h e p r e s e n c e o f c h l o r i n e o r c h l o r a m i n e ; t h e r a t e s o f














r e s p e c t i v e ly (B i c h s e l & v o n G u n t e n ,
1 9 99 ) . W i t h c h l o r am i n e , t h e r e s u l t i n g h y p o i o d o u s a c i d r e a c t s w it h N O M t o f o r m i o d in e -
c o n t a i n i n g D B F s , w h i l e w i t h c h l o ri n e , i o d a t e i s f o r m e d (B i c h s e l & v o n G u n t e n , 19 9 9 ) I n
g e n e r a l , t h e r a t e o f D B F f o r m a t i o n i s d ir e c t ly p r o p o r t i o n a l t o t em p e r a t u r e , w h i c h e x p l a i n s w h y
D B F c o n c e n t r a t i o n s a r e s o e l e v a t e d d u ri n g t h e s u m m e r m o n t h s ( S in g e r & R e c k h o w , 1 99 9 ) .
1 . A . I . C h l o r i n a t i o n
C h l o ri n e g a s (C I 2 ) , l i q u i d s o d i u m hy p o c h l o r i t e (N a O C l ) , o r s o l i d c a l c iu m hy p o c h l o r it e
(C a (0 C l )2 ) a r e t h e m o s t c o m m o n ly u s e d c h e m i c a l s f o r c h l o r i n a t i n g d r i n k i n g w a t e r (A WWA ,
2 0 06 ) . T h e s e c h e m i c a l s q u i c k ly e q u i l i b r a t e i n w a t e r t o f o r m h y p o c h lo r o u s a c i d (H O C l ) a n d
h y p o c h l o r i t e i o n (O C l
"
) , t h e s u m o f w h o s e c o n c e n t r a t i o n s i s k n o w n a s t h e f r e e c h l o ri n e r e s i d u a l
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Wh e n c h l o ri n e g a s i s a d d e d t o t h e w a t e r , t h e f o l l o w i n g e q u i l i b r i a a r e e s t a b l i s h e d :
C I 2 + H 2O ^ H O C l + H C l
H O C l ; f = i H
*
+ O C l
"
S o d i u m hy p o c h l o r i t e a n d c a l c i u m h y p o c h l o r i t e b o t h d i s s o c i a t e i n w a t e r t o f o r m h y p o c h l o r i t e i o n s
a n d h y d r o x i d e i o n s :
N a O C l + H 2O ^ H O C l + N a O H
C a (O C l ) 2 + 2H 2 O ^ 2 H 0 C 1 + C a (0 H )2
T h e a d v a n t a g e s o f u s i n g c h l o ri n e a s a d i s in f e c t a n t a r e t h a t i t i s a s t r o n g o x i d a n t , p r o v i d e s
a p e r s i st e n t r e s i d u a l , i s r e l a t i v e l y i n e x p e n s iv e , e a sy t o u s e , a n d h a s a l o n g h i s t o r y o f u s e (S i n g e r
& R e c k h o w , 1 9 99 ) H o w e v e r , i t s u s e m i gh t c o n t ri b u t e t o t a s t e a n d o d o r p r o b l em s i n t h e d r i n k in g
w a t e r
, p e r h a p s a s s o c i a t e d w it h t h e D B F s t h a t f o r m . C h l o r i n a t i o n p r o d u c e s h i g h t o m o d e r a t e
l e v e l s o f t r i h a l o m e t h a n e s (T H M s ) , h i g h t o l o w l e v e l s o f h a l o a c e t i c a c i d s (H A A s ) , m o d e r a t e
l e v e l s o f h a l o k e t o n e s , h a l o a l d e h y d e s , h a l o n i t r i l e s , a n d t r a c e l e v e l s o f h a l o g e n a t e d fi i r a n o n e s .
1 . A . 2 . C h l o r a m i n a t i o n
A n o t h e r c o m m o n d i s i n f e c t a n t t h a t i s u s e d i n d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t i s c h l o r a m i n e s ,
w h i c h a r e c r e a t e d b y c o m b i n i n g a m m o n i a w it h fr e e c h lo ri n e . C h l o r a m i n e s a r e w e a k e r o x i d a n t s
a n d d i s i n f e c t a n t s t h a n c h l o r i n e
,
b u t t h e y d o p r o d u c e a p e r s i s t e n t r e s i d u a l i n t h e d i s t r i b u t i o n
s y s t e m (S i n g e r & R e c k h o w , 1 9 9 9 ) . T hu s , t h e y a r e s o m e w h a t e f f e c t iv e a t c o n t r o l l i n g m i c r o b i a l
g r o w t h . Wh e n f r e e c h l o r i n e r e a c t s w i t h a m m o n i a a n d a m i n o n i t r o g e n c o m p o u n d s i n w a t e r ,
m o n o c h l o r a m in e (N H 2C I ) , d i c h l o r a m in e (N H C I 2) , a n d t r i c h l o r a m i n e (N C I 2 ) c a n b e f o r m e d . T h e




+ H O C l ^ N H 2 C I + H 2 O + H ^
N H 2 C I + H O C l ; f = ^ N H C I 2 + H 2 O
N H C I 2 + H O C l ^ N C I 2 + H 2 O
T h e s u m o f m o n o c h l o r a m i n e , d i c h l o r am i n e , t r i c h l o r am i n e , a n d f r e e c h l o ri n e c o n c e n t r a t i o n s i s
k n o w n a s t h e t o t a l o r c o m b in e d c h l o ri n e r e s i d u a l in t h e w a t e r .
W h e n c h l o ri n e r e a c t s w i t h a m m o n i a i n t h e w a t e r
,
i t s d i s i n f e c t i o n e f fi c i e n c y o v e r t i m e a s
m e a s u r e d b y r e s i d u a l f r e e c h l o ri n e f o l l o w s a n a p p l i e d d o s e v e r s u s r e s i d u a l p a t t e r n k n o w n a s t h e
"
b r e a k p o i n t
"
c u r v e (H a a s , 1 9 9 9 ; A WWA , 2 0 06 ) A s t h e c h l o ri n e d o s e a dd e d t o t h e w a t e r i s
i n c r e a s e d , t h e fr e e c h l o ri n e r e s i d u a l i n c r e a s e s i n a n e a r - l i n e a r m a n n e r w h i l e m o n o c h l o r a m i n e i s
t h e p r e d o m i n a n t c h l o r am in e s p e c i e s . O n c e t h e c h l o r i n e t o am m o n i a r a t i o e x c e e d s 1 : 1 ,
d i c h l o r a m i n e i s f o r m e d , t h e c u r v e i s n o l o n g e r l i n e a r b u t i n s t e a d f l a t t e n s E v e n t u a l l y , t h e c u r v e
d r o p s d u e t o d i c h l o r am in e d e g r a d a t i o n a n d b e g i n s t o ri s e w h e n m o r e c h l o ri n e i s a d d e d . T h e
l o w e s t p o i n t o n t h e c u r v e , b e f o r e t h e c u r v e r i s e s a g a i n , i s k n o w n a s t h e
"
b r e a k p o in t
"
a n d i s t h e
p o i n t i n t h e tr e a tm e n t p r o c e s s w h e n a l l a m m o n i a c o m p o u n d s h a v e b e c o m e o x i d i z e d (A WWA ,
2 00 6 ) S in c e a l l s o u r c e w a t e r s h a v e d i f f e r e n t c o m p o s i t i o n s , d r i n k in g w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s m u st
d e t e r m i n e t h e i r o w n b r e a k p o i n t c u r v e
C h l o r a m i n a t i o n o f d r i n k i n g w a t e r c a n b e p r a c t i c e d i n t w o w a y s : a p r e f o r m e d s o lu t i o n o f
c h l o r a m i n e s c a n b e m a d e p r i o r t o w a t e r d i s in f e c t i o n o r c h l o ri n e c a n b e a d d e d fi r s t t o t h e w a t e r ,
s o m e t i m e s b e f o r e fi l t r a t i o n
,
a n d t h e n a m m o n i a i s a d d e d b e f o r e o r i n t h e c le a r w e l l . I n t h e l a t t e r
m e t h o d
,
c h l o r in e h a s t i m e t o r e a c t w i t h t h e r e m a i n i n g N O M t o f o r m t h e u su a l D B F s . W i t h t h e
p r e f o r m e d c h l o r am i n e s o l u t i o n , T H M s a r e n o t p r o d u c e d , w h i l e m o d e r a t e l e v e l s o f H A A s a n d
m o d e r a t e t o l o w l e v e l s o f h a l o g e n a t e d f i i r a n o n e s a r e g e n e r a l ly p r e s e n t (S i n g e r & R e c k h o w ,
1 99 9 ) . D e s p it e t h i s b e n e fi t , u s a g e o f c h l o r a m i n e s c a n c a u s e n i t ri fi c a t i o n p r o b l em s i n w a t e r
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d i s t r i b u t i o n s y s t e m s .
A p r e f o r m e d s o l u t i o n o f c h l o r a m i n e s c a n b e c r e a t e d i n t h e f o l l o w i n g w a y . F i r s t t h e fr e e
c h l o r i n e (C I 2 ) c o n c e n t r a t i o n o f a N a O C l s o l u t i o n m u s t b e d e t e r m in e d . T o c a l c u l a t e t h e
c o n c e n t r a t i o n o f a m m o n i u m n e e d e d a s n i t r o g e n , a 4 : 1 r a t i o o f C I 2 t o N H 4 a s N i s u s e d . H e n c e , i f
t h e C I 2 c o n c e n t r a t i o n i s 4 5 m g /m L , t h e n 1 1 . 2 5 m g / m L N H 4 a s N i s n e e d e d A n a m m o n i u m
s u l f a t e ((N H 4 ) 2 S 0 4 ) s o l u t i o n i n d e i o n i z e d w a t e r (D I W ) c a n b e u s e d t o p r o v i d e t h e a m m o n i a
c o n t e n t . T h e m a s s o f s o l i d (N H 4 )2 S 0 4 n e e d e d t o p r e p a r e t h i s s o l u t i o n i s c a l c u l a t e d f r o m
m u l t ip ly i n g t h e a m m o n iu m c o n c e n t r a t i o n a s n i t r o g e n ( 1 1 . 2 5m g /m L a s N ) b y t h e m o l a r r a t i o o f
(N H 4 )2 S 0 4 t o n i t r o g e n in (N H 4 )2 S 0 4 (13 2 13 :2 8 ) U s i n g t h e n u m b e r s t h a t h a v e b e e n p r o v i d e d ,
t h e m a s s o f (N H 4 ) 2 S 0 4 n e e d e d i s a b o u t 5 3m g , a n d t h e c o n c e n t r a t i o n o f (N H 4 ) 2 S 0 4 n e c e s s a r y
w o u ld b e 53 m g /m L . I n o r d e r t o m a k e a l a r g e r v o l u m e o f t h e (N H 4 ) 2 S 0 4 s o l u t i o n , t h e c a l c u l a t e d
(N H 4 )2 S 0 4 s o l u t i o n s h o u l d b e m u lt ip l i e d b y t h e d e s ir e d v o l u m e t o d e t e r m i n e t h e m a s s o f s o l i d
(N H 4 )2 S 0 4 t h a t n e e d s t o b e a d d e d t o t h e d e s i r e d v o l u m e o f l a b g r a d e w a t e r (L G W ). T h e
(N H 4 )2 S 0 4 s o l u t i o n s h o u l d b e b u f f e r e d a t a p H - 8 . 3 0 u s i n g a b u f f e r p o w e r p i l l o w p e r 5 0m L o f
s o l u t i o n (H a c h , L o v e l a n d , C O ) N e x t , e q u a l v o l u m e s o f t h e C I 2 a n d t h e (N H 4 )2 S 0 4 s o l u t i o n s
s h o u l d b e m e a s u r e d a n d t h e (N H 4) 2 S 0 4 s o l u t i o n i s a d d e d t o t h e C I 2 s o l u t i o n v e r y s l o w l y , t o
m i n i m i z e t h e f o r m a t i o n o f d i c h l o r a m i n e a n d m a x i m i z e t h e f o r m a t i o n o f m o n o c h l o r am i n e . T h i s
p r e f o r m e d N H 2C I s o lu t i o n s h o u l d b e m e a s u r e d f o r i t s t o t a l c h l o r i n e c o n c e n t r a t i o n a n d t h e n a dd e d
t o t h e w a t e r a c c o r d i n g t o t h e d e s i r e d c h l o r i n e r e s i d u a l
I n N o v e m b e r 2 00 0 , W a s h i n g t o n , D . C .
'
s w a t e r s u p p l i e r c h a n g e d t h e d i s i n f e c t a n t f r o m
c h l o r i n e t o c h l o r am i n e s . Wh i l e t h i s s w i t c h i n d i s i n f e c t a n t s l o w e r e d t h e l e v e l s o f T H M s a n d
H A A s f o r m e d
,
l e a d w a s l e a c h in g o u t f r o m t h e d i s t r i b u t i o n p i p e s a s a r e s u l t o f c o n t a c t w i t h
N H 2C I (E d w a r d s & D u d i , 2 0 0 4 ) . A n o t h e r d i s a d v a n t a g e t o u s i n g N H 2C I a s a d i s i n f e c t a n t i s t ha t
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n i t r o s a m i n e s
,
r e f e r r e d t o a s n i t r a t e d o r n i t r o s a t e d D B F s , a r e f o r m e d a l o n g w i t h t h e o t h e r c o m m o n
D B F s a n d h a v e b e e n f o u n d t o b e v e r y t o x i c (F l e w a e t a l , 2 0 04 ) T h e u s e o f c h l o r a m i n e s a s a
d i s in f e c t a n t h a s b e e n f o u n d t o e l e v a t e l e v e l s o f n i t r i f y i n g b a c t e r i a i n d r i n k i n g w a t e r (L i p p o n e n e t
a l
,
2 0 0 2 ) , w h i c h l e a d s t o b i o f i l m b u i ld u p in t h e d i s t r i b u t i o n p i p e s . F a c i l i t i e s m a y c h o o s e t o f lu s h
t h e p i p e s f o r a p e r i o d o f t i m e e a c h y e a r t o r em o v e t h e b i o fi l m by s w it c h i n g fr o m c h lo r a m i n a t i o n
t o c h l o r i n a t i o n .
1 . A . 3 . O z o n a t i o n
O z o n e g a s (0 3( g )) w a s fi r s t u s e d i n t h e U n i t e d S t a t e s a t N e w Y o r k C i t y
'
s Je r o m e F a r k
R e s e r v o ir i n 1 9 0 6 f o r t a s t e a n d o d o r c o n t r o l (H a a s , 1 9 9 9 ) I t i s a v e r y s t r o n g o x i d a n t a n d
d i s i n f e c t a n t a n d d o e s n o t p r o d u c e h a l o g e n a t e d D B F s , e x c e p t in b r o m i d e - c o n t a i n in g w a t e r s
(S i n g e r & R e c k h o w , 19 9 9 ) . O z o n e i s v e r y u n s t a b l e a n d c a n q u i c k ly d e c o m p o s e i n w a t e r t o f o r m
t h e h y d r o x y l r a d ic a l ( 0 H » ) a s a r e su l t o f e x p o s u r e t o U V i r r a d i a n c e , h y d r o g e n p e r o x i d e , l o w C T ,
o r h i g h p H (R e c k h o w , 1 9 9 9 ) C o n s e q u e n t l y , a d i s a d v a n t a g e t o u s i n g o z o n e i s t h a t it d o e s n o t
p r o d u c e a p e r s i s t e n t r e s i d u a l l i k e c h l o ri n e A s o z o n e i s v e r y u n s t a b l e , it i s g e n e r a t e d o n
- s i t e T h e
c h e m i c a l r e a c t i o n i s a s f o l l o w s :
O 2 + e n e r g y
-
► O + O
0 + 0 2
- ^ 0 3
w h e r e m o l e c u l a r o x y g e n (O 2 ) r e a c t s w i t h a n e l e c t r i c c u r r e n t t o p r o d u c e e l e m e n t a l o x y g e n (O )
a n d t h e n e l e m e n t a l o x y g e n c o m b i n e s w i th m o l e c u l a r o x y g e n t o p r o d u c e o z o n e (O 3) (S i n g e r &
R e c k h o w , 1 99 9 ) O n c e o z o n e h a s b e e n p r o d u c e d , it i s p a s s e d t h r o u g h a g a s a d s o r p t i o n d e v i c e t o
t r a n s f e r t h e o z o n e i n t o a n a q u e o u s s o lu t i o n . I t t h e n b e g i n s a n
"
a u t o c a t a ly t i c
"
d e c o m p o s i t i o n
p r o c e s s i n i t i a t e d t h r o u g h t h e r e a c t i o n s b e t w e e n m o l e c u l a r o x y g e n a n d h y d r o x i d e , f e r r o u s i r o n , o r
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o t h e r o r g a n i c s , p r o d u c i n g h y d r o x y l r a d i c a l s (R e c k h o w , 19 9 9 ) . P r e s e n c e o f b i c a r b o n a t e i o n s
(H C O 3
"
) , c a r b o n a t e i o n s (C O 3
'
) , s o m e c o m p o u n d s p o s s e s s i n g a l c o h o l g r o u p s , a n d o t h e r s o l u t e s
c a n i n h i b i t t h e d e c o m p o s i t i o n p r o c e s s b y c o n s u m i n g O H * (S t a e h e l l n & H o i g n e , 1 9 85 ; v o n
G u n t e n , 2 0 0 3 ) . T h i s p r o c e s s i s c o n s i d e r e d a u t o c a t a l y t i c b e c a u s e h y d r o x y l r a d i c a l s
"
p a r t i c i p a t e i n
t h e i r o w n f o r m a t i o n
"
(R e c k h o w , 1 9 9 9 ) . A d v a n c e d o x i d a t i o n p r o c e s s e s (A O P s ) u s i n g o z o n e a n d
h y d r o g e n p e r o x i d e (H 2O 2 ) o r u l t r a v i o l e t i r r a d i a t i o n p r o m o t e t h e d e c o m p o s i t i o n o f o z o n e by
p r o d u c i n g l a r g e a m o u n t s o f v e r y r e a c t i v e h y d r o x y l r a d i c a l s (R e c k h o w , 1 9 9 9 )
S i n c e o z o n e i s k n o w n t o b r e a k d o w n s o m e c o m p o n e n t s o f N O M i n t o b i o d e g r a d e a b l e
o r g a n i c m a t e r i a l s , it i s w i d e l y u s e d d u r i n g p r e - t r e a t m e n t o f w a t e r s t o a i d w i t h c o a g u l a t io n a n d
f l o c c u l a t i o n (S i d d i q u i e t a l , 19 9 7 ; R e c k h o w , 1 9 99 ) . O t h e r D B P s t h a t f o r m s p e c i fi c a l l y t h r o u g h
t h e r e a c t i o n b e t w e e n o z o n e a n d N OM a r e a l d e h y d e s , a l d o - k e t o a c i d s , c a r b o x y l i c a c i d s , a n d
o r g a n i c p e r o x i d e s (W e i n b e r g & G l a z e , 1 9 96 ) . A f t e r o z o n e t r e a t m e n t , w a t e r s a r e u s u a ll y p o s t -
c h l o r i n a t e d o r p o s t
- c h l o r a m i n a t e d . S h u k a i r y & S u mm e r s (1 9 96 ) s h o w e d t h a t i n m o s t c a s e s
o z o n a t e d a n d p o s t
- c h l o r i n a t e d w a t e r s p r o d u c e d l o w e r l e v e l s o f T H M 4 (c h l o r o f o r m ,
b r o m o d i c h l o r o m e t h a n e
,
d i b r o m o c h l o r o m e t h a n e
,
a n d b r o m o f o r m ) a n d T O X c o m p a r e d t o a
b i o t r e a t m e n t w i t h o u t t h e u s e o f c h e m i c a l o x i d a n t s . H A A 6 ( c h l o r o a c e t i c a c i d , d i c h l o r o a c e t i c a c i d ,
t r i c h l o r o a c e t i c a c i d
,
b r o m o a c e t ic a c i d
,
b r o m o c h l o r o a c e t i c a c i d
,
a n d d i b r o m o a c e t i c a c i d )
c o n c e n t r a t i o n s d e c r e a s e d t h e m o s t u s in g b i o t r e a t m e n t w i t h a n d w i t h o u t p r e o z o n a t i o n
A l t h o u g h o z o n a t i o n a n d p o s t - c h l o r i n a t i o n c a n r e d u c e t h e c o n c e n t r a t i o n s o f T H M 4 a n d
H A A
,
b r o m a t e (B r O s ) i s p r o du c e d in w a t e r s c o n t a i n i n g b r o m i d e (R e c k h o w , 1 9 9 9 ) . T h i s r e a c t i o n
o c c u r s w h e n h y p o b r o m o u s a c i d (H O B r ) , p r o d u c e d fr o m a r e a c t i o n b e t w e e n t h e d i s i n f e c t a n t a n d
b r o m i d e
,
r e a c t s w it h o z o n e o r a h y d r o x y l r a d i c a l t o f o r m b r o m a t e . C u r r e n t ly , t h e m a x im u m
c o n t a m i n a n t l e v e l (M C L ) f o r b r o m a t e i s 0 . 0 10 m g /L (U . S . E P A , 2 00 9 a ) ,
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1
. A . 4 . U l t r a v i o l e t I r r a d i a t i o n
I n 1 8 77 , D o w n e s a n d B l o u n t d i s c o v e r e d t h a t s u n l i g h t , t h e n a t u r a l f o r m o f u l t r a v i o l e t
(U V ) Hg h t , h a d b i o c i d a l e f f e c t s o n b a c t e r i a (H a a s , 1 9 9 9 ; M a l l e y , 1 9 9 9 ) . T h e e a r l i e s t f o r m o f U V
t e c h n o l o g y w a s a m e r c u r y - v a p o r l am p e n c l o s e d i n a q u a r t z sh e a t h , w h i c h w a s d e v e l o p e d i n
1 9 10 . T h e s e t y p e s o f l a m p s a r e s t i l l b e i n g u s e d b u t a r e n o w d e s i g n e d t o e m i t U V l i g h t w i t h i n a
c e r t a i n w a v e l e n g t h r a n g e a n d a t d i f f e r e n t i n t e n s i t i e s a n d p r e s s u r e s .
T h e i r r a d i a n c e o f a n y U V l am p i s r e p o r t e d i n u n i t s o f m W / c m
^
. U V d o s a g e i s r e p o r t e d a s
mW - s / c m ^ o r m J/ c m ^ (M a l l e y , 1 9 9 9 ) . L o w - p r e s s u r e U V l a m p s e m i t U V l i g h t a t a w a v e l e n g t h o f
2 54 n m
,
w h i c h h a s a b o u t 8 5% o f t h e g e rm i c i d a l e f f e c t i v e n e s s a t t h e i d e a l 2 6 0 - 2 65 n m r a n g e
M e d i u m - p r e s s u r e U V l a m p s e m i t U V l i g h t a t a h i g h e r i n t e n s i t y a n d a t a b r o a d e r w a v e l e n g t h
r a n g e t h a n th a t o f l o w
-
p r e s s u r e l am p s
U V i r r a d i a t i o n
,
w h e n u s e d f o r w a t e r d i s i n f e c t i o n p u r p o s e s , i s n o t a c h e m i c a l o x i d a n t l ik e
c h l o r i n e o r c h l o r a m i n e s b u t i t s t i l l h a s t h e a b i l i t y t o a f f e c t D B P f o rm a t i o n . W h e n a m o l e c u l e i s a t
i t s g r o u n d s t a t e i t s b o n d s b e c o m e e x c i t e d f r o m a Ugh t s o u r c e , i n t h i s c a s e U V l i g h t . A s a r e s u l t ,
c h e m i c a l a n d p h y s i c a l c h a n g e s t o N O M a r e p o s s i b l e i n w h i c h t h e m o l e c u l e b e c o m e s a n e f f e c t iv e
e l e c tr o n d o n o r o r a c c e p t o r . T h e f o l l o w i n g e q u a t i o n d e v e l o p e d b y M a x P l a n c k i n 19 0 1 r e p r e s e n t s
t h e e n e r g y p r o d u c e d w it h r e s p e c t t o t h e l i g h t fr e q u e n c y a n d w a v e l e n g t h
E = h v = —
A
w h e r e :
E = q u a n t u m o f r a d i a t i o n r e p r e s e n t e d i n j o u l e s (J)
h = P l a n c k
'
s c o n s t a n t
,
6 6 3 x 1 0
" ' ' *
J - s
V = f r e q u e n c y , c y c l e s / s
c = s p e e d o f l i g h t , - 3 0 x 1 0
^ ^
n m / s
X = w a v e l e n g t h , n m
A t l e a s t 1 6 7 k J o f e n e r g y i s r e q u i r e d t o b r e a k m a n y c h e m i c a l b o n d s , w h i c h w o u l d c a u s e
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c h em i c a l a n d p h y s i c a l c h a n g e s t o a m o l e c u l e . T h e B e e r - L a m b e r t l a w i s a l s o a n i m p o r t a n t
r e l a t i o n s h i p w h e n d e t e r m i n i n g t h e e f f e c t s o f U V i r r a d i a t i o n
w h e r e :
A = a b s o r b a n c e
I = n u m b e r o f q u a n t a o f l i g h t t r a n s m i t t e d t h r o u g h t h e a b s o r b i n g s y st e m , i n w a t t s
l o = n u m b e r o f q u a n t a o f l i g h t p r o d u c e d (i n c i d e n t li g h t o n t h e a b s o r b i n g s y s t e m ) p e r u n i t
t i m e
,
in w a t t s
E = m o l a r e x t i n c t i o n c o e f fi c i e n t
,
i n v o l u m e /m o l e / l e n g t h
1 = d i s t a n c e f r o m l i g h t s o u r c e t o a b s o r b i n g s y s t e m , i n l e n g t h
C = c o n c e n t r a t i o n o f a b s o r b i n g sy s t e m , in m o l e / v o lu m e
A m o d i f i e d f o r m o f t h i s l a w i s u s e d i n t h e d r i n k i n g w a t e r U V i n d u s t r y b e c a u s e d r i n k i n g w a t e r
m a t r i c e s a r e c o m p l e x a n d t h e r e i s n o s i n g l e c h e m i c a l c o n c e n t r a t i o n ;
A = a l
w h e r e a i s t h e a b s o r b a n c e c o e f fi c i e n t e q u i v a l e n t t o 2 3 03 (A / 1) T h e o t h e r t e r m s w e r e d e fi n e d
p r e v i o u s l y .
M o r e r e c e n t l y , d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t f a c i l i t i e s h a v e l o o k e d t o u s i n g U V i r r a d i a t i o n a s
a p r e
- t r e a t m e n t i n o r d e r t o h e l p m e e t s t r i c t p r e s e n t a n d f u t u r e D B F r e g u l a t i o n s a n d g u i d e l in e s
a n d b e c a u s e i t c a n m e e t C T r e q u ir e m e n t s w i t h o u t t h e a d d i t i o n o f c h e m i c a l s . B e c a u s e U V
ir r a d i a t i o n d o e s n o t l e a v e a r e s i d u a l i n t h e w a t e r , t r e a t m e n t p l a n t s m a y c o u p l e it w i t h p o s t -
c h l o r i n a t i o n o r p o s t - c h l o r a m i n a t i o n (U S E F A , 2 0 06 a ) . A f t e r t h e fi lt r a t i o n s t e p i n t h e t r e a t m e n t
p r o c e s s , u s e o f U V i r r a d i a t i o n m a y r e d u c e s u b s e q u e n t d i s i n f e c t a n t d e m a n d s o t h a t l o w e r d o s e s o f
c h l o r i n e o r c h l o r a m i n e s c a n b e u s e d H o w e v e r , t h e r e i s l i t t l e p u b l i s h e d r e s e a r c h d e s c r i b i n g t h e
e f f e c t o f U V i r r a d i a t i o n o n D B F f o r m a t i o n . O n e p a r t o f a s t u d y b y M a l l e y e t a l ( 1 99 5 ) l o o k e d a t
t h e e f f e c t s o n D B F f o r m a t i o n o f U V ir r a d i a n c e d o s e s a t 6 0 m J/ c m ^
,
1 3 0 m J/ c m ^
,
a n d 2 0 0 m J/ c m
^
o n s u r f a c e w a t e r C o m p a r i n g p r e - a n d p o s t - e x p o s u r e t o U V i r r a d i a n c e a t t h o s e d o s e s , t h e r e w a s
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n o n o t i c e a b l e d i f f e r e n c e i n c o n c e n t r a t i o n s o f c h l o r o f o r m , b r o m o d i c h l o r o m e t h a n e ,
d i b r o m o c h l o r o m e t h a n e , c h l o r o a c e t i c a c i d , d i c h l o r o a c e t i c a c i d , a n d t r i c h l o r o a c e t i c a c i d b e t w e e n
t h e t w o t r e a t m e n t t y p e s (M a l l e y e t a l , 1 9 9 5 ) A t U V d o s e s g r e a t e r t h a n 4 00 m J/ c m
^
o n r a w
d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s , l o w l e v e l s o f n o n - r e g u l a t e d D B F s , s u c h a s a l d e h y d e s , r e s u l t e d (L i u e t a l . ,
2 0 02 ) . A t U V d o s e s t y p i c a l ly u s e d f o r dr i n k i n g w a t e r d i s in f e c t i o n (g e n e r a l l y l e s s t h a n 14 0
m J/ c m
^
) n o s i g n i fi c a n t i n c r e a s e s o r d e c r e a s e s i n c o n c e n t r a t i o n s w e r e o b s e r v e d f o r t h e s e t y p e s o f
D B F s (K a s h i n k u n t i e t a l , 2 0 0 3 ) U n d e r c u r r e n t d r i n k i n g w a t e r r e g u l a t i o n s , t h e M C L o f n i t r a t e
a n d n i t r i t e i s 1 0 m g /L a n d 1 m g / L a s N , r e s p e c t i v e ly (U S E PA , 2 00 9b ) M a c k & B o l t o n (1 9 99 )
d i s c o v e r e d t h a t m e d i u m - p r e s s u r e l a m p s c o u l d c o n v e r t n i t r a t e t o n i t r i t e a t w a v e l e n g t h s b e l o w 22 5
n m ; h o w e v e r , a l a t e r s t u d y d i s c o v e r e d t h a t u s i n g a m e d iu m - p r e s s u r e l a m p a t b i o c i d a l d o s e s
p r o d u c e d l e v e l s o f n i t r i t e m u c h l o w e r t h a n 1 p p m a s N , w h e n s t a r t i n g w i t h in i t i a l l e v e l s o f n i t r a t e
a t 1 0 p pm a s N (S h a r p l e s s & L i n d e n , 2 0 0 1) T h i s s u g g e s t s t h a t l e v e l s o f n i t r a t e i n d r i n k i n g w a t e r
w o u ld n e e d t o b e m u c h h i g h e r t h a n 1 0 m g /L a s N t o g e n e r a t e n i t r i t e l e v e l s t h a t w o u ld e x c e e d i t s
M C L .
U V i r r a d i a t i o n h a s t h e p o t e n t i a l t o f o r m r a d i c a l s , a s s t r o n g o x i d a n t s c o u l d b e i n v o l v e d in
t h e f o r m a t i o n o f o t h e r g r o u p s o f D B F s . M o pp e r a n d Z h o u ( 19 90 ) d i s c o v e r e d t h a t u n d e r s u n l i g h t ,
N O M u n d e r g o e s p h o t o l y s i s a n d p r o d u c e s h y d r o x y l r a d i c a l s , 0 H « , w h i l e b r e a k i n g d o w n N O M
i n t o l o w e r m o l e c u l a r w e i g h t o r g a n i c s S i m i l a r ly , U V i r r a d i a n c e c a u s e s n i t r a t e (N O 3
"
) t o u n d e r g o
p h o t o ly s i s t o p r o d u c e h y d r o x y l r a d i c a l s a n d N O a * :
N O 3
"
+ h v + H
^ ^ N O z * + O H .
A s s e e n i n t h e Sh a r p l e s s & L i n d e n (2 0 0 1 ) s t u d y , p h o t o ly s i s o f N O 3
'
t o N O i
'
' o c c u r s a t 2 2 8 n m
P o s t - c h l o r i n a t i o n o r p o s t - c h l o r a m i n a t i o n o f U V ir r a d i a t e d w a t e r c a n t h u s p r o d u c e n i t r a t e d o r
n it r o s a t e d D B F s (N - D B F s ) , w h i c h h a v e b e e n f o u n d t o b e a m o n g t h e m o s t g e n o t o x i c a n d
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c y t o t o x i c D B F s f o r m a m m a l i a n c e l l s (P l e w a e t a l . , 2 0 0 4b ) E x a m p l e s o f N - D B P s i n c l u d e
c h l o r o p i c ri n s , w h i c h f o r m f r o m c h l o r i n a t i o n o f N O 2
"
i n t h e p r e s e n c e o f p h e n o l s (M e r l e t e t a l ,
19 85 ) , a n d n i t r o s o d i m e t h y l a m i n e (N D M A ) , w h i c h f o r m s a s a r e s u l t o f c h l o r i n a t i o n o f N O 2
'
i n
t h e p r e s e n c e o f d i m e t h y l a m i n e (C h o i & V a l e n t i n e , 2 0 04 ) I n w a t e r s t h a t c o n t a i n b r o m i d e , i t i s
l i k e l y th a t b r o m i n e - c o n t a i n i n g N - D B P s w i l l a l s o b e p r o d u c e d f r o m U V i r r a d i a t i o n a n d p o s t -
c h l o r i n a t i o n o r p o s t - c h l o r a m i n a t i o n .
Wh i l e t h e r e a r e a n u m b e r o f d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t f a c i l i t i e s t h a t c u r r e n t l y u s e U V
i r r a d i a t i o n i n t h e i r t r e a t m e n t t r a i n
, p r e v io u s r e s e a r c h i n d i c a t e s t h a t a n e w g r o u p o f D B F s , N
-
D B P s , c a n f o r m ; t h u s , t h e U V p r o c e s s s t i l l n e e d s t o b e e v a lu a t e d t o i d e n t i fy a n d q u a n t i f y N -
D B P s a n d t o d e t e r m i n e t h e o v e r a l l e x p o s u r e a n d h e a l t h im p a c t s t h a t s u c h t r e a t e d w a t e r s w i l l
h a v e o n c o n s u m e r s .
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1 . B . D i s i n f e c t i o n B y - p r o d u c t s (D B F s )
T h e d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s i s a b l e t o r em o v e s i g n i f i c a n t a m o u n t s o f N OM ;
h o w e v e r
,
r e s i d u a l a m o u n t s s t i l l r em a in a f t e r t h e f i l t r a t i o n p r o c e s s N O M i n d r i n k i n g w a t e r i s
m e a s u r e d b y t h e c o n c e n t r a t i o n o f t o t a l o r g a n i c c a r b o n (T O C ) i n t h e w a t e r a n d t h e d e g r e e o f i t s
a r o m a t i c i t y i n d i c a t e d b y s p e c i f i c u l t r a v i o l e t a b s o r b a n c e (SU V A ), w h i c h i s d e t e r m i n e d b y t h e
r a t i o o f U V t o d i s s o l v e d o r g a n i c c a r b o n (D O C ) . A n a t i o n w i d e D B F o c c u r r e n c e s t u d y f o u n d t ha t
th e m e d i a n a n d m a x i m u m T O C c o n c e n t r a t i o n s i n d r i n k i n g w a t e r s a t 12 t r e a t m e n t p l a n t s i n t h e
U n it e d S t a t e s w a s 5 8m g C /L a n d 13m g C /L , r e s p e c t i v e l y (K r a s n e r e t a l , 2 0 0 6 ) C h e m i c a l
d i s in f e c t a n t s c o m b i n e w i t h t h e N O M a n d o t h e r p r e c u r s o r s , s u c h a s b r o m i d e , i n t h e w a t e r t o
p r o d u c e D B F s
A b o u t 6 0 0 t o 7 0 0 D B F s h a v e b e e n i d e n t i f i e d i n t h e l i t e r a t u r e
,
w h i c h h a v e f o r m e d a s a
r e s u l t o f t r e a t m e n t o f n a t u r a l w a t e r s w i t h c h l o r in e , c h l o r a m i n e , o z o n e , o r c h l o r i n e d i o x i d e , o r
c o m b in a t i o n s o f t h e s e d i s i n f e c t a n t s (R i c h a r d s o n e t a l . , 2 0 07 ; K r a s n e r e t a l , 2 0 0 6 ) H o w e v e r ,
h a l o g e n a t e d D B F s o n l y c o m p r i s e a f r a c t i o n o f th e t o t a l o r g a n i c h a l o g e n (T O X ) c o n c e n t r a t i o n i n
th e w a t e r s T h e n a t i o n w i d e o c c u r r e n c e s t u d y , f o r e x a m p l e , f o u n d t h a t o n l y a b o u t 3 0% o f t h e
h a l o g e n a t e d D B F s w e r e a c c o u n t e d f o r i n t h e T O X c o n t e n t w h i l e t h e r e m a i n i n g 70 % w e r e
u n i d e n t i f i e d D B F s (K r a s n e r e t a l , 2 0 0 6 ) T h e p r e d o m i n a n t g r o u p s o f d r i n k i n g w a t e r D B F s a r e
t r i h a l o m e t h a n e s (T H M s ) a n d h a l o a c e t i c a c i d s (H A A s ) , f o l l o w e d b y h a l o a c e t o n it r i l e s (H A N s ) ,
h a l o k e t o n e s
,
c y a n o g e n h a l i d e s , o x y h a l i d e s , a l d e h y d e s , a n d a l d o k e t o a c i d s , t o n a m e a f e w
(K r a s n e r , 1 9 9 9 ) . F a c t o r s a f f e c t i n g D B F f o r m a t i o n i n c l u d e p H , t e m p e r a t u r e , s e a s o n a l v a r i a b i l it y ,
C T
,
d i s i n f e c t a n t r e s i d u a l
,
a n d b r o m i d e o r i o d i d e c o n t e n t .
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1 . B . l . T r i h a l o m e t h a n e s (T H M s )
T h e r e a r e f o u r r e g u l a t e d T H M s p e c i e s , c h l o r o f o r m (C H C I 3 ) , b r o m o d i c h l o r o m e t h a n e
(C H B r C l2 ) , c h l o r o d i b r o m o m e t h a n e (C H B r 2 C l ) , a n d b r o m o f o r m (C H B r a ) , w h i c h w h e n s u m m e d
a r e r e p r e s e n t e d a s T H M 4 o r T T H M F i r s t d i s c o v e r e d a n d c h a r a c t e r i z e d b y R o o k ( 19 7 4 ) , t h e y a r e
v e r y v o l a t i l e , h a v e a h i g h h a l o g e n t o c a r b o n r a t i o , a n d f o r m i n d r i n k i n g w a t e r a s a r e s u l t o f
c h l o r i n a t i o n (S i n g e r & R e c k h o w , 1 99 9 ) . T h e m o s t c o m m o n T H M f o u n d i n d r i n k i n g w a t e r s i s
c h l o r o f o r m
,
w h i l e i n w a t e r s w i t h h ig h e r b r o m i d e c o n c e n t r a t i o n s e l e v a t e d l e v e l s o f b r o m i n e -
c o n t a i n i n g T H M s a r e p r e s e n t I n t h e n a t i o n w i d e o c c u r r e n c e s t u d y , m a x i m u m a n d m e d i a n l e v e l s
o f T H M 4 i n d r i n k i n g w a t e r s i n t h e U . S w e r e f o u n d t o b e 16 4 \i g f L a n d 3 1 M-g / L , r e sp e c t i v e l y
(K r a s n e r e t a l . , 2 0 0 6 ) . I o d i n e - c o n t a i n i n g T H M s a l s o e x i s t ; h o w e v e r , t h e i r o c c u r r e n c e l e v e l s a r e
s i g n i f i c a n t l y l o w e r t h a n t h a t o f t h e T H M 4 M e d i a n a n d m a x i m u m l e v e l s o f 6 i o d i n a t e d T H M s i n
p l a n t s t r e a t i n g w a t e r s w h o s e s o u r c e s c o n t a i n i o d i d e w e r e 0 . 4 |j , g / L a n d 19 (x g / L , r e s p e c t i v e l y
(K r a s n e r e t a l . , 2 0 0 6 ) . C h l o r a m i n a t e d d r i n k i n g w a t e r s t e n d t o p r o d u c e l o w e r l e v e l s o f T H M 4 b u t
m a y g e n e r a t e h i g h e r l e v e l s o f i o d i n a t e d s p e c i e s t h a n c h l o r in a t i o n . T h e c u r r e n t U . S . E P A M C L
f o r T H M 4 i s 8 0 n g / L (U . S . E P A , 2 00 9 a ) .
1 . B . 2 . H a l o a c e t i c a c i d s (H A A s )
T h e s e c o n d m o st d o m i n a n t D B P g r o u p i s t h e H A A s N i n e c h l o r i n e - a n d b r o m i n e -
c o n t a i n i n g H A A s c a n b e i d e n t i f i e d a n d q u a n t i fi e d : c h l o r o a c e t i c a c i d (C l A A ) , b r o m o a c e t i c a c i d
(B r A A ) , d i c h l o r o a c e t i c a c i d (C I 2A A ) , b r o m o c h l o r o a c e t i c a c i d (B r C lA A ) , t r i c h l o r o a c e t i c a c i d
(C I 3 A A ) , d ib r o m o a c e t i c a c i d (B r 2 A A ) , b r o m o d i c h l o r o a c e t i c a c i d (B r C l 2 A A ) ,
d i b r o m o c h l o r o a c e t i c a c i d (B r 2 C l A A ) , a n d t r i b r o m o a c e t i c a c i d (B r 3 A A ) . T h e s u m o f t h e s e 9
s p e c i e s i s r e p r e s e n t e d a s H A A 9 . T h e s e D B P s a r e m u c h l e s s v o l a t i l e t h a n T H M s a n d a r e v e r y
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s o l u b l e i n w a t e r . C I2 A A a n d C I 3A A a r e t h e m o s t c o m m o n H A A s i n w a t e r s t h a t c o n t a i n l o w
l e v e l s o f b r o m i d e a n d a r e t r e a t e d w i t h c h l o r i n e o r c h l o r a m i n e (S i n g e r & R e c k h o w , 19 9 9 ) A g a i n ,
l i k e b r o m i n e - c o n t a i n in g T H M s , b r o m i n e - c o n t a i n i n g H A A s a r e m o r e p r e v a l e n t in w a t e r s w i t h
e l e v a t e d b r o m i d e c o n t e n t . I o d i n e - c o n t a i n i n g H A A s , p r e s e n t i n t r e a t e d w a t e r s c o n t a i n i n g i o d i d e ,
w e r e i d e n t i f i e d b u t n o t q u a n t i f i e d i n t h e n a t i o n w i d e o c c u r r e n c e s t u d y (K r a s n e r e t a l . , 2 0 0 6 ) . T h i s
f i n d in g w a s s i g n i f i c a n t a s P l e w a e t a l . (2 0 04 a ) d e t e r m i n e d t h a t i o d o a c e t i c a c i d (l A A ) w a s 3 . 2
t i m e s m o r e c y t o t o x i c i n m a m m a l i a n c e l l s t h a n B r A A a n d 2 87 5 t i m e s m o r e c y t o t o x i c t h a n C l A A .
W h i l e t h e r e a r e 9 H A A s t h a t c a n b e i d e n t i f i e d a n d q u a n t i f i e d , t h e U . S . E P A o n l y r e g u l a t e s 5 o f
t h e m : C l A A
,
C I 2 A A , C I 3A A , B r A A , a n d B r 2 A A , t h e s u m o f w h i c h i s k n o w n a s H A A S T h e
M C L f o r H A A 5 i s c u r r e n t l y 6 0 fi g /L (U S . E P A , 2 00 9 a )
1 . B . 3 . U n r e g u l a t e d & E m e r g i n g D B F s
T h e U . S E PA o n l y h a s M C L s f o r T H M 4 , H A A S , br o m a t e , a n d c h l o r i t e (a D B P f r o m
c h l o r i n e d i o x i d e d i s in f e c t i o n ) . H o w e v e r , t h e s e 1 1 D B P s a r e o n l y a s m a l l h a n d f ii l o f t h e 6 00 t o
7 00 D B P s t h a t h a v e b e e n i d e n t i f i e d (R i c h a r d s o n , 19 9 8 ) . A r e v i e w b y R i c h a r d s o n e t a l (2 0 07 )
s t a t e s t h a t t h e r e a r e 7 4 e m e r g i n g , u n r e g u l a t e d D B P s t h a t o c c u r a t m o d e r a t e l e v e l s i n d r i n k i n g
w a t e r s a n d p o s s e s s c y t o t o x i c a n d g e n o t o x i c p r o p e r t i e s T h e s e 7 4 D B P s a r e c l a s s i f i e d i n t h e
r e v i e w a s h a l o n i t r o m e t h a n e s (H N M s ) , i o d o - a c i d s a n d o t h e r u n r e g u l a t e d h a l o - a c i d s , i o d o - T H M s
a n d o t h e r u n r e g u l a t e d h a l o m e t h a n e s , h a l o f ii r a n o n e s , h a l o a c e t a m i d e s , h a l o a c e t o n i t r i l e s (H A N s ) ,
t r i b r o m o p y r r o l e , N - n i t r o s o d i m e t h y la m i n e (N D M A ) a n d o t h e r n i t r o s a m i n e s , a l d e h y d e s , a n d
c h l o r a t e (R i c h a r d s o n e t a l . , 2 0 0 7 ) . T h e r e v i e w d i d n o t i n c l u d e c e r t a i n D B P s a s s o c i a t e d w i t h
o z o n a t i o n s u c h a s a l d o - k e t o a c i d s
,
c a r b o x y l i c a c i d s , o r p e r o x i d e s (W e i n b e r g & G l a z e , 1 9 9 6 ) n o r
t h e e m e r g i n g a n d u n r e g u l a t e d h a l o k e t o n e s a n d c y a n o g e n h a l i d e s .
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T h e n a t i o n w i d e o c c u r r e n c e s t u d y w a s a b l e t o i d e n t i f y a n d q u a n t i f y m a n y o f t h e s e g r o u p s
o f e m e r g i n g D B F s (K r a s n e r e t a l . , 2 0 0 6 ) T h e w a t e r s am p l e s u s e d i n t h i s s t u d y w e r e o b t a i n e d
f r o m 12 d i f f e r e n t d r i n k in g w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s i n t h e U . S S o m e w a t e r s w e r e t r e a t e d
c o n v e n t i o n a l l y a s d e s c r i b e d i n C h a p t e r 1 o f t h i s r e p o r t , w h i l e o t h e r s w e r e t r e a t e d w i t h l im e
s o f t e n i n g a n d p o s t
- f i lt r a t i o n w i t h o r w it h o u t p o s t
- m e m b r a n e s o f te n i n g . V a r y i n g c o m b i n a t i o n s o f
a l t e r n a t i v e a p p r o a c h e s t o w a t e r t r e a t m e n t w e r e a l s o u s e d D i s i n f e c t a n t s i n c l u d e d : a ) o z o n e ,
c h l o r i n e , c h l o r a m i n e ; b ) c h l o r i n e , c h l o r a m i n e s ; c ) c h l o r i n e , d ) o z o n e , c h l o r i n e ; o r e ) c h l o r i n e
d i o x id e , c h l o r i n e , c h l o r a m i n e s . T h e m e d i a n l e v e l s o f H N M s , i o d i n a t e d T H M s , h a l o a c e t am i d e s ,
H A N s , h a l o a c e t a l d e h y d e s , a n d h a l o k e t o n e s w e r e b e t w e e n 0 4 \i g /L a n d 4 fx g / L , w h i l e t h e
m a x i m u m o c c u r r e n c e c o n c e n t r a t i o n s f o r t h e s e D B F g r o u p s w a s b e t w e e n 7 . 4 |x g / L a n d 2 0 î g / L .
H a l o g e n a t e d f u r a n o n e s h a d a m e d i a n l e v e l o f 3 10 n g / L a n d a m a x i m u m l e v e l o f 2 3 8 0 n g / L B u l l
& K o p f l e r ( 1 99 1 c i t e d i n C o h n e t a l , 19 9 9 ) r e p o r t e d t h a t h i g h e r l e v e l s o f c y a n o g e n c h l o r i d e
r e s u l t e d f r o m s y s t e m s u s i n g c h l o r a m i n a t i o n (m e d i a n o f 2 f^ g / L ) f o r d i s in f e c t i o n r a t h e r t h a n t h o s e
u s i n g c h l o r i n a t i o n (m e d i a n o f 1 ii g / L ) . A n o t h e r s t u dy r e p o r t e d t h a t c y a n o g e n b r o m i d e
c o n c e n t r a t i o n s r a n g e d f r o m 1 . 9 n g / L t o 2 6 |x g / L i n w a t e r s a t v a r i o u s t r e a t m e n t p l a n t s t h a t h a d
b e e n s p i k e d w i t h b r o m i d e a n d t h e n o z o n a t e d (We i n b e r g & G l a z e , 19 9 6 ) T h a t s am e s t u d y
q u a n t i f i e d f o r m a l d e h y d e , a c e t a l d e h y d e , g l y o x a l , a n d m e t h y l g l y o x a l c o n c e n t r a t i o n s i n t h e r a n g e
3 9 |x g / L a n d 65 \i g / L , 1 . 8 |x g / L a n d 2 5 jx g / L , 1 ^̂ g / L a n d 15 \i g / L , a n d 1 |x g / L a n d 2 4 \i g / L ,
r e s p e c t i v e l y (W e i n b e r g & G l a z e , 19 96 ) . R i c h a r d s o n e t a l ( 2 0 0 7 ) r e p o r t s t h a t N D M A h a s b e e n
f o u n d t o b e p r e s e n t a t l o w n g / L l e v e l s i n c h l o r am in a t e d o r c h l o r i n a t e d d r i n k in g w a t e r .
1 . B . 4 . T o t a l O r g a n i c H a l i d e s (T O X )
T O X r e p r e s e n t s o f a l l o f th e h a l o g e n a t e d o r g a n i c c o m p o u n d s p r e s e n t i n t r e a t e d d r i n k i n g
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w a t e r E s s e n t i a l l y , t h e T O X c o n c e n t r a t i o n i s t h e s u m o f t h e t o t a l o r g a n i c c h l o r i d e (T O C l ) , t o t a l
o r g a n i c b r o m i d e (T O B r ) , a n d t o t a l o r g a n i c i o d i d e (T O I ) c o n c e n t r a t i o n s i n t h e w a t e r . T h e
n a t i o n w i d e o c c u r r e n c e s t u d y f o u n d t h a t m e d i a n a n d m a x i m u m T O X c o n c e n t r a t i o n s a m o n g t h e
w a t e r s t h a t w e r e s a m p l e d w e r e 17 8 fx g / L a s C I
"
a n d 2 84 fx g / L a s C I
'
, r e s p e c t i v e l y (K r a s n e r e t a l . ,
2 0 06 ) . M e d i a n a n d m a x i m u m T O C l c o n c e n t r a t i o n s w e r e 16 1 [x g / L a s C I
"
a n d 20 6 [i g f L a s C I
"
,
r e s p e c t i v e l y , w h i le m e d i a n a n d m a x i m u m T O B r c o n c e n t r a t i o n s w e r e 7 9 \i g/ L a s B r
'
( 3 5 ii g/ L a s
C I
"
) a n d 22 9 |Ag / L a s B r
'
( 1 0 2 \i g / L a s C I
"
) , r e s p e c t i v e l y T O I w a s n o t m e a s u r e d i n t h i s s t u d y T h e
s t u d y a l s o d e t e r m i n e d t h a t o n a m e d i a n b a s i s , a b o u t 3 0 % o f t h e T O X w a s a c c o u n t e d f o r b y
s u m m i n g t h e c o n c e n t r a t i o n s o f t h e h a lo g e n a t e d D B F s , m e a n i n g t h a t 7 0% o f t h e T O X c o n t e n t i s
c o m p o s e d o f u n k n o w n h a l o g e n a t e d D B F s .
T O X d i d n o t c h a n g e s i g n i f i c a n t ly w it h v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f b r o m i d e i n t w o t y p e s o f
n a t u r a l w a t e r s w i t h T O C v a l u e s o f 8 . 5 m g C /L a n d 5 . 3 m g C /L a n d b r o m i d e l e v e l s o f 9 fx g / L a n d
6 3 fi g / L , r e s p e c t i v e l y (H u a e t a l . , 2 0 0 6 ) H o w e v e r , w i t h i n c r e a s i n g i o d i d e c o n c e n t r a t i o n s , T O X
d e c r e a s e d s i g n i fi c a n t l y . H i g h b r o m i d e c o n c e n t r a t i o n s r e s u l t e d i n a l o w e r l e v e l o f u n k n o w n T O X
a n d i m k n o w n T O C l , b u t e l e v a t e d l e v e l s o f u n k n o w n T O B r
I n r e c e n t y e a r s , s c i e n t i s t s h a v e s h o w n l e s s i n t e r e s t i n m e a s u r i n g T O X c o m p a r e d t o o t h e r
D B F c o n c e n t r a t i o n s i n d r i n k i n g w a t e r , a t r e n d t h a t h a s c a u s e d o n e o f t h e T O X i n s t r u m e n t
m a n u f a c t u r e r s t o s t o p p r o d u c i n g t h e s e i n s t r u m e n t s . H o w e v e r , t h e T O X c o n t e n t o f fi n i s h e d
d r i n k in g w a t e r s i s s t i l l a n im p o r t a n t m e a s u r em e n t ( i e o r g a n i c b r o m i n e a n d i o d i n e v e r s u s
c h l o r i n e ) , a s i t c a n b e u s e d a s a s u r r o g a t e i n d i c a t o r f o r t o x i c i t y . I n p r e v i o u s s t u d i e s e x am in i n g t h e
m u t a g e n i c i t y , c y t o t o x i c i t y , o r g e n o t o x i c i t y o f d r i n k i n g w a t e r D B F s , o n l y i n d i v i d u a l c o m p o u n d s
o f D B F s w e r e u s e d (F l e w a e t a l , 2 0 04 a ; F l e w a e t a l , 2 0 0 4b ; F l e w a e t a l . , 2 0 0 2 ; G i l l e r e t a l . ,
19 9 7 ) . T h o u gh u n d e r s t a n d i n g t h e i n d i v i d u a l e x p o s u r e e f f e c t s o f t h e s e D B F s i s v e r y h e l p f u l , t h e
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d o s e s t h a t w e r e u s e d i n t h e s t u d i e s w e r e a t c o n c e n t r a t i o n s h i g h e r t h a n t h o s e f o u n d i n t y p i c a l
d r i n k i n g w a t e r s T h e s e s t u d i e s f o c u s e d o n t h e h a r m f u l h e a l t h e f f e c t s o f i n d i v i d u a l D B F
c o m p o u n d s a s o p p o s e d t o t h e c o l l e c t i v e n e g a t i v e e f f e c t s o f m i x t u r e s o f D B F s . I t i s i m p o r t a n t t o
r em em b e r t h a t i t i s t h e m i x t u r e o f D B F s t o w h i c h d r i n k i n g w a t e r c o n s u m e r s a r e e x p o s e d o n a
d a i l y b a s i s , r a t h e r t h a n i n d i v i d u a l D B F s . M o r e o v e r , t h e s t u d i e s a l s o l e a v e a p a r t i c u l a r q u e s t i o n
u n a n s w e r e d : D u e t o t h e f a c t t h a t a b o u t 7 0 % o f T O X i n t r e a t e d d r i n k i n g w a t e r h a s n o t y e t b e e n
i d e n t i f i e d (K r a s n e r e t a l , 2 0 0 6 ) , h o w m u c h o f t h e e x p o s u r e e f f e c t c a n b e a t t r i b u t e d t o t h e
i d e n t i f i e d D B F s a n d h o w m u c h t o t h e u n i d e n t i f i e d o n e s ? B e c a u s e o f t h e u n c e r t a i n t i e s
s u r r o u n d i n g t h i s q u e s t i o n , i t i s v e r y im p o r t a n t t o p e r f o r m e x p o s u r e a s s a y s w i t h r e a l w a t e r s t h a t
c o n t a in m i x t u r e s o f D B F s . S i n c e T O X i s a m e a s u r e m e n t o f a l l o f t h e h a l o g e n a t e d c o m p o u n d s i n
d r i n k i n g w a t e r , i t c a p t u r e s t h e T O X c o n c e n t r a t i o n o f a f i n i s h e d d r i n k i n g w a t e r , w h i c h w o u l d b e a
g o o d s t a r t in g p o in t a t w h i c h t o b e t t e r u n d e r s t a n d a n d a s s e s s t h e w a t e r
'
s o v e r a l l t o x i c p o t e n c y .
1 . B . 5 . D B F R e g u l a t i o n s
D e s p i t e t h e u s e o f d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t s s u c h a s a e r a t i o n , f l o c c u l a t i o n , a n d g r a n u l a r
a c t i v a t e d c a r b o n a d s o r p t i o n , t h e a e s t h e t i c c o m p l i c a t i o n s a n d t h e p r e s e n c e o f a n t h r o p o g e n i c
p o l l u t a n t s a n d p a t h o g e n s i n d r i n k i n g w a t e r p r o v o k e d t h e f e d e r a l g o v e rn m e n t t o i n v e s t i g a t e t h e
n a t i o n
'
s d r i n k i n g w a t e r s u p p l y i n t h e l a t e 1 9 60 s (U S E F A , 2 0 0 0 ) . A s a r e s u l t o f t h e s e s t u d i e s .
C o n g r e s s a n d t h e p u b l i c b e c a m e c o g n i z a n t o f t h e c h e m i c a l c o n t am in a t i o n i n d r i n k i n g w a t e r
s u p p l i e s (U S . E F A , 2 0 00 ) . T h i s a w a r e n e s s g r e w a n d e v o l v e d i n t o t h e p a s s a g e o f m a n y f e d e r a l
e n v i r o n m e n t a l a n d h e a l t h l a w s
,
o n e o f w h i c h w a s t h e S a f e D r i n k i n g W a t e r A c t (SD WA ) o f 1 97 4 ,
t o p r o t e c t t h e p u b l i c a g a i n s t s u c h c o n t a m i n a n t s i n p u b Uc d r i n k i n g w a t e r s y s t e m s (U . S . E F A ,
2 0 00 ; U . S . E F A , 2 00 1 ) .
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A t a r o u n d t h e s a m e t i m e
.
R o o k d i s c o v e r e d t h a t c h l o r o f o r m , a T H M , w a s a D B F p r o d u c e d
f r o m t h e i n t e r a c t i o n b e t w e e n c h l o r i n e a n d N OM i n w a t e r (R o o k , 1 9 7 4 ) . R o o k a l s o i d e n t i f i e d
C H B r C l a , C H B r a C l , a n d C H B r a , t h e t h r e e o t h e r T H M s i n t h e T H M 4 g r o u p , i n t h i s s t u d y . T w o
y e a r s la t e r , i n 1 9 76 , t h e U . S . N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e (N C I ) p u b l i s h e d d a t a s h o w i n g t h a t
c h l o r o f o r m w a s c a r c i n o g e n i c i n r o d e n t s (N C I , 1 9 7 6 ) . T h e s e r e s u lt s p r o p e l l e d th e E F A t o
c o n s i d e r r e g u l a t i n g T H M s , a n d i n 19 7 8 , a n M C L f o r t o t a l t r i h a l o m e t h a n e s (T H M 4 ) w a s
e s t a b l i sh e d a t O. l Om g /L a n d a pp l i e d t o w a t e r u t i l i t i e s s e r v i n g 7 5 , 0 0 0 o r m o r e p e o p l e {F e d e r a l
R e g is t e r , 1 9 7 6 ) A s m o r e D B F s w e r e d i s c o v e r e d i n p u b l i c d r i n k i n g w a t e r s y s t e m s . C o n g r e s s
a m e n d e d t h e SD WA i n 19 8 6 t o " i n c r e a s e t h e r a t e a t w h i c h U . S . E F A r e g u l a t e d c o n t a m i n a n t s
"
(S D WA , 198 6 ) . T h e s e a m e n d m e n t s r e q u i r e d t h e U . S E F A t o w i d e l y p u b l i c i z e e n f o r c e a b le
M C L s a n d n o n - e n f o r c e a b l e m a x i m u m c o n t a m i n a n t l e v e l g o a l s (M C L G s ) f o r 8 5 c o n t a m in a n t s
w i t h i n a p e r i o d o f 3 y e a r s U n f o r t u n a t e l y , t h e s e r e q u i r em e n t s w e r e u n a b l e t o b e m e t a n d
C o n g r e s s r e v i s e d t h e SD WA o n c e m o r e i n 19 9 6 (SD WA , 199 6 ) T h i s t i m e , t h e a m e n dm e n t s
f o c u s e d o n : a ) r e q u i r i n g t h e U . S E F A t o p r o v i d e C o n g r e s s , t h e s c i e n t i fi c c o m m u n i t y , a n d th e
p u b l i c w i t h t h e b e s t a v a i l a b l e i n f o r m a t i o n r e g a r d i n g t h e r e g u l a t i o n o f c o n t a m in a n t s ; b ) i n c r e a s i n g
t h e U S E F A
'
s a u t h o r i t y t o c o n s i d e r c o s t s a n d r i s k r e d u c t i o n w h e n s e t t in g s t a n d a r d s ; c )
e s t a b l i s h i n g a f i n a n c i a l p r o g r a m t o a s s i s t c o m m u n i t i e s i n c o m p l y i n g w i t h c h a n g e s ; a n d d )
d e v e l o p i n g a p r o g r a m t o i n c r e a s e t h e p r o t e c t i o n o f s o u r c e w a t e r s
A s a r e su l t o f t h e 19 9 6 SD WA a m e n d m e n t s , th e U . S . E F A i s s u e d a s e t o f r u l e s c a ll e d t h e
S t a g e 1 D i s i n f e c t a n t s a n d D i s i n f e c t a n t B y p r o d u c t s R u l e (S I D B F R ) in 1 9 9 8 , w h i c h e s t a b l i sh e d
m a x i m u m r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t l e v e l g o a l s (M R D L G s ) a n d m a x i m u m r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t l e v e l s
(M R D L s ) f o r th e d i s in f e c t a n t s c h l o r i n e , c h l o r a m i n e s , a n d c h l o r i n e d i o x i d e (U . S . E F A , 19 9 8 ) .
A dd i t i o n a l l y , t h e s e r u l e s e s t a b l i s h e d M C L G s a n d M C L s f o r T H M 4 , H A A 5 , c h l o r i t e , a n d
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br o m a t e . W h e n t h e s e r u l e s w e r e i s s u e d , t h e M C L s f o r T H M 4 , H A A 5 , c h l o r it e , a n d b r o m a t e w e r e
b a s e d o n a n n u a l o r m o n t h l y a v e r a g e s o f 0 0 8 0 m g / L , 0 . 0 6 0 m g / L , 1 . 0 m g / L , a n d 0 . 0 1 0 m g /L ,
r e s p e c t iv e l y . T h e c o m p l i a n c e d e a d l in e f o r S I D B PR f o r l a r g e su r f a c e w a t e r t r e a t m e n t s y s t em s
w a s Ja n u a r y 2 0 0 2 , w h i l e g r o u n d w a t e r a n d s m a l l s u r f a c e w a t e r s y s t e m s h a d a c o m p l i a n c e
d e a d l i n e s e t f o r Ja n u a r y 2 00 4 T h e d r i v i n g f a c t o r s f o r c o n s t r u c t i n g t h e s e r u l e s w e r e r e s u l t s fr o m
t o x i c o l o g y s t u d i e s , w h i c h i n d i c a t e d t h a t s e v e r a l D B P s w e r e c a r c in o g e n i c i n l a b o r a t o r y a n i m a l s
(Sm i t h e t a l . , 1 9 86 ) , a n d e p i d e m i o l o g y s t u d i e s t h a t s u g g e s t e d w e a k a s s o c i a t i o n b e tw e e n b l a d d e r
c a n c e r (C a n t o r e t a l . , 19 9 8 ) a n d r e p r o d u c t i v e a n d d e v e l o p m e n t a l e f f e c t s (R e i f e t a l . , 1 9 9 6 ) .
I n e f f o r t s t o r e d u c e a n y p o s s i b l e c a n c e r a n d r e p r o d u c t i v e a n d d e v e l o p m e n t a l h e a lt h r i s k s
a s s o c ia t e d w i t h d r i n k i n g w a t e r D B P s , t h e U S EPA i s s u e d S t a g e 2 D i s in f e c t i o n B y p r o d u c t s R u l e
(S 2 D B P R ) i n 2 00 5 (U . S E P A , 2 00 5 ) . W i t h S 2 D B PR , t h e U . S E PA r e q u ir e s w a t e r d i s t r i b u t io n
s y s t e m s t o o b s e r v e S I D B PR M C L s a s l o c a t i o n a l r u n n i n g a n n u a l a v e r a g e s (L R A A ) f o r T H M 4
a n d H A A 5 a t c o n c e n t r a t i o n s o f 0 . 0 8 0 m g / L a n d 0 0 60 m g / L , r e s p e c t i v e l y (U . S E PA , 2 00 6b ) .
L RA A i s t h e a v e r a g e o f 4 q u a r t e r l y s a m p l i n g e v e n t s a t a p a r t i c u l a r s a m p l i n g l o c a t i o n i n a
d i s t r i b u t i o n s y s t e m (U . S E PA , 2 00 6 b ) T h e p r e v i o u s m e t h o d o f c a l c u l a t i n g M C L c o m p l i a n c e s
w a s a r u n n i n g a r m u a l a v e r a g e (RA A ) , w h e r e f o r e a c h q u a r t e r , a l l s a m p l i n g e v e n t s fr o m a l l
s a m p l i n g l o c a t i o n s w e r e a v e r a g e d i n t h e d i s t r i b u t i o n s y s t em (U . S . E P A , 2 0 06 b ) A n M C L G f o r
c h l o r o f o r m w a s e s t a b l i s h e d a t 0 . 0 7 m g / L , w h i l e M C L G s f o r C I 3A A a n d C lA A w e r e s e t a t 0 . 0 2
m g /L a n d 0 . 0 7 mg /L , r e s p e c t i v e ly (U S E PA , 2 00 6b ) .
S y s t e m s t h a t m u s t c o m p l y w i t h S 2 D B P R a r e
"
c o m m u n i t y a n d n o n t r a n s i e n t
n o n c o mm u n i t y w a t e r s y s t em s t h a t p r o d u c e o r d e l i v e r w a t e r t h a t i s t r e a t e d w i t h a p r i m a r y o r
r e s id u a l d i s in f e c t a n t
,
"
n o t i n c l u d in g u l t r a v i o l e t l i g h t (U . S . E P A , 2 0 0 5 ) . C o m m u n i t y w a t e r
sy s t em s (CWS) a r e p u b l i c w a t e r s y s t e m s th a t p r o v i d e d r i n k i n g w a t e r f o r
"
y e a r - r o u n d r e s i d e n t s o f
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a c o m m u n i t y , s u b d iv i s i o n , o r m o b i l e h o m e p a r k t h a t h a s a t l e a s t 1 5 s e r v i c e c o n n e c t i o n s o r a n
a v e r a g e o f a t l e a s t 2 5 r e s i d e n t s
"
(U S E PA , 2 0 0 5 ) . N o n t r a n s i e n t n o n c o m m u n i t y w a t e r s y s t e m s
(N T N CWS) s e r v e a t l e a s t 2 5 o f t h e s a m e p e o p le m o r e t h a n s i x m o n t h s o u t o f t h e y e a r i n p l a c e s
s u c h a s s c h o o l s
,
b u s i n e s s e s
,
o r d a y c a r e f a c i l i t i e s , n o t a r e a s o f p r i m a r y r e s i d e n c e (U . S E PA ,
2 0 0 5 ) T o g u i d e CWS a n d N T N C WS , t h e U S E PA d e v e l o p e d s t a g g e r e d c o m p l i a n c e d e a d l i n e s
b a s e d o n t h e n u m b e r o f p e o p l e a n d r e s i d e n t s t h e s e w a t e r s y s t e m s s e r v e . T h u s , t h e E P A w i l l
r e q u i r e t h a t a l l w a t e r s y s t e m s b e m o n i t o r e d i n O c t o b e r 2 0 13 (U . S E PA , 2 00 5 ) .
T h e s e M C L s a n d M C L G s w e r e e s t a b l i s h e d i n o r d e r t o m i n i m i z e e x p o s u r e t o D B P s t h a t
c a n p o s e h e a lt h r i s k s t o c o n s u m e r s . W i t h th e S2 D B P R , t h e U . S . E P A a t t e m p t s t o p r o t e c t p u b l i c
h e a l t h b y p r o v i d i n g s t r i c t e r r e g u l a t i o n s t o w h i c h d r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t f a c i l i t i e s m u s t c o m p l y .
1 . B . 6 . D r i n k i n g W a t e r a s a P u b l i c H e a l t h C o n c e r n
O n e o f t h e m o s t w e l l - k n o w n p u b l i c h e a l t h e v e n t s i n v o l v i n g d r i n k i n g w a t e r c o n t a m i n a t i o n
w a s D r J o h n S n o w
'
s i n v e st i g a t i o n o f t h e B r o a d S t r e e t p u m p i n 18 54 in L o n d o n , E n g l a n d A s
t h i s p u m p h a d a
"
r e p u t a t i o n f o r p a r t i c u l a r l y g o o d w a t e r ,
"
p e o p l e l i v in g l o n g e r d i s t a n c e s fr o m i t s
l o c a t i o n c a m e t o f e t c h w a t e r f r o m i t (W i n t e r t o n , 19 8 0 ) . W a t e r f r o m t h i s p u m p w a s a l s o w i d e l y
u s e d in
"
p u b l i c h o u s e s , d i n i n g r o o m s a n d c o f f e e s h o p s a n d s o l d i n s h o p s . . . t o m a k e f i z z y d r i n k s
"
S n o w h i m s e l f n o t e d t h a t i n t h i s a r e a , t h e r e w e r e
"
u p w a r d s o f fi v e h u n d r e d f a t a l a t t a c k s o f c h o l e r a
i n t e n d a y s
"
(S n o w , 1 8 55 ) A f t e r s e v e r a l d a y s o f e x a m i n i n g t h e w a t e r f r o m t h e p u m p a n d
s u r v e y i n g t h e o c c u r r e n c e o f c h o l e r a a m o n g t h e p e o p l e l i v i n g a n d w o r k i n g i n t h e a r e a . S n o w
m a d e th e c o n n e c t i o n b e t w e e n i n c i d e n c e s o f c h o l e r a o u t b r e a k s w it h u s a g e o f t h e p u b l i c w a t e r
p u m p , l o c a t e d o n B r o a d S t r e e t (S n o w , 1 8 5 5 ; Wi n t e r t o n , 19 8 0 ) A s a r e s u l t , t h e h a n d l e o f t h e
p u m p w a s r e m o v e d t o t a p e r t h e s p r e a d o f t h e e p i d e m i c .
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T h e B r o a d S t r e e t p u m p e v e n t i s a r em i n d e r o f t h e p u b l i c h e a l t h b e n e f i t s fr o m c h em ic a l
d i s i n f e c t i o n o f d r i n k i n g w a t e r . A b o u t fi ft y y e a r s a f t e r t h i s i n c i d e n t , i n 1 9 0 8 , t h e a b i l i t y o f
c h l o r i n e t o i n a c t iv a t e h a rm fi i l p a t h o g e n s in w a t e r w a s d e m o n s t r a t e d i n t w o s e t t i n g s i n t h e U n it e d
S t a t e s : t r e a t m e n t o f v e r y p o l l u t e d w a t e r f r o m C h i c a g o
'
s U n i o n S t o c k y a r d s w it h c h l o r i n e y i e l d e d
w a t e r o f a h i g h e r q u a l i t y t h a n c i t y w a t e r , a n d t h e fi r s t p e r m a n e n t c i r c u l a t i o n o f c h l o r i n a t e d w a t e r
t o J e r s e y C i t y , r e s u l t i n g i n a
"
d r a m a t i c d e c l i n e i n t h e l o c a l t 5T) h o i d f e v e r r a t e
"
(W a t e r Qu a li t y
a n d H e a l t h C o u n c i l , 2 0 0 9 ) S i n c e th e in t r o d u c t i o n o f c h e m i c a l d i s i n f e c t a n t s i n d r i n k i n g w a t e r in
t h e U n i t e d S t a t e s
,
c h o l e r a i n c i d e n c e s h a v e b e e n r e d u c e d b y 90 % , t y p h o i d b y 80 % , a n d a m o e b i c
d y s e n t e r y b y 50 % (O r m e e t a l . , 1 9 9 0 ) T h u s , d i s i n f e c t i o n o f d r i n k i n g w a t e r ha s b e e n w i d e ly
r e g a r d e d a s o n e o f t h e m o s t s i g n i fi c a n t p u b l i c h e a l t h a d v a n c e s i n t h e p a s t c e n t u r y .
W h i l e d r i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t i o n i s e s s e n t i a l t o i m p r o v in g q u a l i t y o f l i f e , a d i f f e r e n t
p u b l i c h e a lt h i s s u e h a s e m e r g e d c o n c e r n i n g th e p r e s e n c e o f D B F s i n fi n i s h e d d r i n k i n g w a t e r
O v e r 6 0 0 D B F s h a v e b e e n r e p o r t e d i n l i t e r a t u r e (R i c h a r d s o n , 19 9 8 ) a n d t h e u n k n o w n T O X
c o n t e n t i n t y p i c a l fi n i s h e d d r i n k in g w a t e r s i n t h e U n i t e d S t a t e s i s a b o u t 7 0% (K r a s n e r e t a l . ,
2 0 06 ) . T h e s e D B F s h a v e b e e n l i n k e d t o i n c i d e n c e s o f b l a d d e r c a n c e r (C a n t o r e t a l , 1 9 9 8 ) ,
p r e g n a n c y l o s s (S a v i t z e t a l , 2 0 0 6 ) , a n d a d v e r s e e f f e c t s o n th e m a l e r e p r o d u c t i v e s y s t e m (L u b e n
e t a l . , 2 0 0 7 ) Y e t t h e U . S E F A c u r r e n t l y o n ly r e g u l a t e s 1 1 o f t h e D B F s t h a t h a v e b e e n i d e n t i f i e d
(U . S . E PA , 2 00 9b ) , b e c a u s e t h e y a r e t h e m o s t c o m m o n l y o c c u r r i n g D B F s , a r e e a s y t o m e a s u r e
a n d a r e p r e s e n t a t g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n s t h a n t h e n o n
- r e g u l a t e d D B F s .
T h e U . S . E F A s h o u l d c o n t in u e t o r e g u l a t e t h e s e D B F s , b u t p e r h a p s a l s o c o n s i d e r t h e
v a lu e o f T O X c o n t e n t o f fi n i s h e d d r i n k i n g w a t e r s . M e a s u r i n g T O X i n a d d i t i o n t o c u r r e n t l y
r e g u l a t e d D B F s w o u l d p r o v i d e i n f o r m a t i o n o n t h e o v e r a l l q u a l i t y o f w a t e r a n d p o t e n t i a l e x p o su r e
e f f e c t s s in c e T O X c a p t u r e s t h e c o n c e n t r a t i o n o f h a l o g e n a t e d D B F s p r e s e n t i n t h e d r i n k i n g w a t e r .
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Whi l e t h e T O X v a l u e i t s e l f i s n o t p r e c i s e , i t w o u l d b e a b e t t e r i n d i c a t o r t h a n m e a s u r i n g o n l y
H A A 5 a n d T H M 4 b e c a u s e T O X p r e s e n t s a v a l u e t h a t b e s t r e p r e s e n t s t h e m i x t u r e o f D B F s t h a t
a r e p r e s e n t C o n s u m e r s a r e n o t e x p o s e d t o o n l y H A A s , T H M s , b r o m a t e , o r c h o r i t e , r a t h e r t h e y
a r e e x p o s e d t o a m i x t u r e o f t h e s e D B F s , t h e u n r e g u la t e d D B F s , a n d t h e D B F s t h a t h a v e y e t t o b e
i d e n t i f i e d
T h e m a j o r i t y o f t o x i c i t y s t u d i e s c o n c e r n i n g e x p o s u r e e f f e c t s o f d r i n k i n g w a t e r D B F s u s e
i n d i v i d u a l D B F c o m p o u n d s (M e l n i c k e t a l . , 2 0 0 6 ; D e A n g e l o e t a l . , 1 9 9 9 ; D a n i e l e t a l , 1 9 9 2 ) .
T h o u g h t h i s i n f o r m a t i o n i s v a l u a b l e , h u m a n s a r e e x p o s e d t o m i x t u r e s o f D B F s a t l o w l e v e l s o n a
d a i ly b a s i s . M i x t u r e s o f D B F s h a v e b e e n t r a d i t i o n a l ly t h o u g h t t o b e t o o c o m p l e x a n d e x p e n s i v e
t o w o r k w i t h (T e u s c h l e r e t a l . , 2 0 00 ) . I n a d d i t i o n , t h e g e n e r a l f e a r i s t h a t t h e r e s u l t s m a y b e t o o
d i f fi c u lt t o i n t e r p r e t . H o w e v e r , m i x t u r e s a r e v e r y im p o r t a n t t o u n d e r s t a n d i n g t h e e x p o su r e e f f e c t s
o f d r i n k i n g w a t e r D B F s a n d s h o u l d n o t b e i g n o r e d U s i n g T O X a s a s u r r o g a t e m e a s u r e f o r
t o x i c i t y i n d r i n k i n g w a t e r w o u l d b e h e l p f u l f o r b e t t e r u n d e r s t a n d i n g e x p o s u r e e f f e c t s o f D B F
m ix t u r e s I n t h e a b s e n c e o f a b e t t e r m e a s u r e o f t o x i c i t y , i t i s t h e r e f o r e b e n e f i c i a l t o u s e T O X t o
e v a l u a t e e x p o s u r e e f f e c t s b e c a u s e i t i s p o s s i b l e t h a t t h e u n k n o w n T O X c a n c o n t r i b u t e t o t h e
t o x i c i t y o f d r i n k i n g w a t e r s
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1 . C . H e a l t h / E x p o s u r e E f f e c t s & T o x i c i t y St u d i e s
S i n c e R o o k ( 19 7 4 ) d i s c o v e r e d t h e p r e s e n c e o f T H M s i n c h l o r i n a t e d d r i n k i n g w a t e r , t h e r e
h a v e b e e n n u m e r o u s s tu d i e s o n t h e h e a l t h / e x p o s u r e e f f e c t s a n d t o x i c i t y o f d r i n k i n g w a t e r D B F s .
S o m e o f t h e m o s t c o m m o n t y p e s o f s t u d i e s o r a s s a y s a r e i n v i v o u s i n g a n i m a l s , o r t h e i n v i t r o
A m e s m u t a g e n i c i t y a n d c o m e t a s s a y s A n o t h e r a s s a y t h a t h a s n o t b e e n w i d e ly u s e d i s t h e g r o w t h
i n h i b it i o n a s s a y (G I A ) T h e s e s t u d i e s a n d a s s a y s h a v e b e e n i n s tr u m e n t a l i n a s s e s s i n g t h e h e a l t h
e f f e c t s o f h u m a n e x p o s u r e t o d r i n k i n g w a t e r D B F s . T h i s s e c t i o n a i m s t o s u m m a r i z e t h e b a s i c
c o m p o n e n t s o f e a c h a s s a y a n d e v a lu a t e t h e i r e f f e c t i v e n e s s i n d e t e r m i n i n g t o x i c i t y f o r D B F
m i x t u r e s .
1 . C . l . I n F / v o / A n i m a l T o x i c i t y S t u d i e s
A n i m a l t o x i c i t y s t u d i e s h a v e p l a y e d a l a r g e r o l e i n e s t a b l i s h i n g r e g u l a t i o n s f o r D B F s i n
d r i n k i n g w a t e r (B o o rm a n e t a l . , 1 9 9 9 ) . R o d e n t s a r e c o m m o n l y u s e d i n i n v i v o t o x i c i t y s t u d i e s
b e c a u s e th e y s h a r e 9 9% o f t h e i r g e n e s w i t h h u m a n s a n d , a s a r e s u l t , t h e i r p h y s i o l o g i c a l a n d
p a t h o l o g i c a l f e a t u r e s a r e v e r y s i m i l a r t o e a c h o t h e r (R o s e n t h a l & B r o w n , 2 0 07 ) A dd i t i o n a l l y , t h e
b e n e f i t s o f u s i n g m i c e a n d r a t s i n s u c h s t u d i e s a l s o i n c l u de t h a t t h e i r l i f e t i m e s a r e s h o r t a n d c a n
b e c o n t r o l le d w i t h i n a l a b o r a t o r y s e t t i n g a n d t h a t t h e y r e p r o d u c e m o r e q u i c k l y t h a n m a n y o th e r
m am m a l s .
T o m y k n o w l e d g e , t h e r e h a v e n o t y e t b e e n a n y p u b l i s h e d d r i n k i n g w a t e r D B P t o x i c i t y
s t u d i e s t h a t a c c u r a t e l y p r e d i c t e d h u m a n h e a l t h e n d p o i n t s A n e x p l a n a t i o n f o r t h i s c a n p e r h a p s b e
f o u n d i n t h e a n i m a l t o x i c i t y s t u d i e s w h e r e r e s e a r c h e r s a i m t o l i m it a n y p o s s i b l e e n v i r o n m e n ta l
e f f e c t s t h a t m a y i n t e r f e r e w i t h t h e e x p o su r e s t u d y i t s e l f H u m a n s , w h o a r e e x p o s e d t o D B F s o n a
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d a i l y b a s i s , a r e a l s o e x p o s e d t o a n u m b e r o f o t h e r e n v i r o n m e n t a l o r m a y b e e v e n g e n e t i c f a c t o r s
m a k i n g i t m o r e d i f f i c u l t t o p in p o i n t t h e e x a c t c a u s e o f a s p e c i f i c h e a lt h e n dp o i n t .
T h e b a s i c o b j e c t iv e o f a n i m a l t o x i c i ty s t u d i e s i s t o e x p o s e a c o h o r t o f r o d e n t s t o a D B P
t h r o u g h g a v a g e ( f o r c e - f e e d i n g ) , o r a l d o s e s , d r i n k i n g w a t e r , i n h a l a t i o n , o r i n t r a v e n o u s i n j e c t i o n .
S e v e r a l D B F s c a n b e t e s t e d a t o n e t i m e
,
b u t i n g e n e r a l , i n d i v i d u a l D B P c o m p o u n d s a r e a s s i g n e d
t o d i f f e r e n t g r o u p s o f r o d e n t s a n d t h e D B F s a r e n o t a dm i n i s t e r e d i n m i x t u r e s T h e d a i l y d o s e
l e v e l s f o r t h e s e D B F s a r e a l s o m u c h h i g h e r t h a n t h e l e v e l s t h a t a r e t y p i c a l l y p r e s e n t i n U S
d r in k i n g w a t e r s . A t t h e e n d o f t h e s t u d y , t h e r o d e n t s a r e u s u a l l y s a c r i f i c e d a n d p a t h o l o g i c a l ly
e x a m i n e d f o r a n y in t e r n a l o r g a n o r t i s s u e d e v i a t i o n s , p h y s i c a l s i g n s o f c a n c e r p r e c u r s o r s , o r
c a r c i n o m a .
A n i m a l t o x i c i t y s t u d i e s w i t h T H M s h a v e s h o w n h e a lt h e n d p o i n t s i n r o d e n t s t o i n c l u d e
fi i U l i t t e r r e s o r p t i o n (B i e l m e i e r e t a l , 2 0 0 1) , c o n g e s t e d a n d e n l a r g e d k i d n e y s a n d l i v e r s (C h u e t
a l .
,
1 9 8 0 ), c a r c in o m a i n l i v e r , k i d n e y , a n d i n t e s t i n e s (D u n n i c k & M e l n i c k , 19 9 3 ) , p r e c u r s o r s t o
c o l o n c a n c e r (a b e r r a n t c r y p t f o c i) (G e t e r e t a l , 2 0 04 ) , a n d k i d n e y a n d l i v e r d a m a g e (L i l l y e t a l ,
1 9 9 7 ) . R o d e n t h e a l t h e n d p o i n t s w i t h H A A s i n c lu d e lu n g a n d l i v e r d a m a g e a n d m a l e r e p r o d u c t iv e
a b n o r m a l i t i e s (B h a t e t a l , 1 9 9 1 ) , l i v e r c a r c i n o m a (D e A n g e l o e t a l . , 19 9 9 ) , a n d m u l t i - s i t e a n d
l i v e r n e o p l a s m s a n d l e u k e m i a (M e l n i c k e t a l , 2 0 06 ) . R e s e a r c h e r s d i s c o v e r e d t h a t H A N s c o u l d
c a u s e f u l l l i t t e r r e s o r p t i o n a n d e m b r y o l e t h a l i t y (Sm it h e t a l . , 19 8 9 ) , a n d i n d u c e o x i d a t i v e s t r e s s
(A b d e l - W a h a b , 2 0 0 3 ) .
W h i l e t h e s e s t u d i e s h a v e b e e n s i g n i f i c a n t i n u n d e r s t a n d i n g p o s s i b l e t o x i c o lo g i c a l
e n d p o i n t s f r o m e x p o s u r e t o d r i n k i n g w a t e r D B F s , i t i s d i f f i c u l t t o e x t r a p o la t e t h e s e r e s u l t s f r o m
r o d e n t s t o h u m a n s . W h e n d r i n k i n g w a t e r i s c o n s u m e d , h u m a n s a r e e x p o s e d v i a i n g e s t i o n ,
i n h a l a t i o n , a n d s k i n a b s o r p t i o n t o a m i x t u r e o f D B F s t h a t h a v e f o r m e d i n t h e w a t e r , a s o p p o s e d
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t o in d i v i d u a l D B P c o m p o u n d s . A m a j o r d o w n s i d e t o t h e s e i n v i v o s t u di e s i s t h a t t h e r o d e n t s w e r e
g i v e n d o s e s o f a s i n g u l a r D B P i n s t e a d o f a c o m b i n a t i o n o f D B F s , w h i c h i s n o t a g o o d
r e p r e s e n t a t i o n o f w h a t h u m a n s a r e e x p o s e d t o o n a d a i l y b a s i s A d d i t i o n a l l y , t h e n e g a t i v e h e a l t h
e n d p o i n t s t h a t r e s u lt e d w e r e f r o m e x p o s u r e t o a D B P a t a c o n c e n t r a t i o n s i g n i f i c a n t l y g r e a t e r t h a n
th e a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n f o u n d i n d r i n k i n g w a t e r s .
1 . C . 2 . I n V i t r o S t u d i e s
A lt h o u g h r o d e n t s a r e c o n s i d e r e d t o b e g o o d m a m m a l i a n m o d e l s f o r t o x i c i t y s t u d i e s , s u c h
s t u d i e s a r e t i m e - c o n s u m i n g a n d e x p e n s i v e . A n i d e a l t o x i c o l o g i c a l a s s a y i s o n e t h a t c a n p r o v i d e
a n e n d p o i n t i n a s h o r t e r t i m e fr am e , t h a t i s l e s s c o s t l y t h a n s t u d i e s u s i n g l i v e a n i m a l s , a n d t h a t c a n
b e e a s i l y e x t r a p o l a t e d t o h u m a n s . T h e s e a s s a y s e v a l u a t e m u t a g e n i c i t y , g e n o t o x i c i t y , o r
c y t o t o x i c i t y o f a c e r t a i n c o m p o u n d . M u t a g e n i c it y r e f e r s t o a c h e m i c a l
'
s a b i l i t y t o i n d u c e
m u t a t i o n s i n a n o r g a n i s m
'
s D N A
, g e n o t o x i c i t y d e s c r i b e s a c h e m i c a l
'
s p o t e n t i a l t o c a u s e a n y
d a m a g e t o a c e l l
'
s g e n e t i c m a t e r i a l , w h i l e c y t o t o x i c i t y e v a l u a t e s t h e a b i l i t y o f a c h e m i c a l t o
c a u s e c e l l d e a t h . T h u s
,
t o d e t e r m i n e t h e e x p o s u r e e f f e c t s o f D B F s i n t r e a t e d d r in k i n g w a t e r
w i t h o u t a n i m a l s , t h r e e r e l a t iv e ly s i m p l e , i n v i t r o a s s a y s h a v e b e e n u s e d : th e A m e s m u t a g e n i c i t y
a s s a y , t h e c o m e t a s s a y , a n d t h e g r o w t h i n h i b i t i o n a s s a y (G I A ) .
1 . C . 2 . a . M u t a g e n i c i t y : T h e A m e s A s s a y
T h e A m e s a s s a y i s a m u t a g e n i c i ty a s s a y u s i n g d i f f e r e n t s t r a i n s o f t h e b a c t e r i a S a l m o n e l l a
ty p h im u r i u m . T h e S ty p h i m u r i u m s t r a i n s h a v e u n d e r g o n e a m u t a t i o n t h a t r e n d e r s t h e m u n a b l e t o
s y n t h e s i z e t h e a m i n o a c i d h i s t i d i n e , p r e v e n t i n g t h e b a c t e r i a f r o m g r o w in g a n d f o r m i n g c o l o n i e s ,
(M o r t e l m a n s & Z e i g e r , 2 0 0 0 ) . E x p o s u r e t o a m u t a g e n i c c h e m i c a l c a n r e v e r s e t h i s p r e e x i s t i n g
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m u t a t i o n
,
a l l o w i n g t h e n e w l y m u t a t e d b a c t e r i a t o p r o d u c e h i s t i d i n e , w h i c h c a n b e d e t e c t e d f r o m
b a c t e ri a l c o l o n y g r o w t h o n a g a r p l a t e s . B a c t e ri a l c o l o n i e s , c a l l e d r e v e r t a n t s , a r e t h e n c o u n t e d a n d
c o m p a r e d t o t h e n u m b e r r e v e r t a n t s t h a t a p p e a r e d o n t h e c o n t r o l a g a r p l a t e s . S o m e c h e m i c a l s a r e
n o t c a r c i n o g e n i c u n t i l t h e y a r e m e t a b o l i z e d B e c a u s e S typ h im u r i u m l a c k a m e t a b o l i c
m e c h a n i s m , a r a t l i v e r h o m o g e n a t e , c o m m o n l y c a l l e d a n S 9 fr a c t i o n , m a y b e a d d e d t o t h e a g a r
p l a t e . C u r r e n t l y , t h e A m e s a s s a y i s u s e d i n t e r n a t i o n a l l y a s a w a y t o d e t e r m i n e t h e
" m u t a g e n i c
p o t e n t i a l o f n e w c h e m i c a l s a n d d r u g s
"
b e c a u s e w h e n a m u t a g e n i c r e s p o n s e w i t h t h e A m e s a s s a y
r e s u l t s , t h e r e i s a
"
h i g h p r e d i c t i v e v a lu e
"
f o r c a r c i n o g e n e s i s in r o d e n t s
F e g r a m e t a l ( 19 9 7 ) d i s c o v e r e d t h a t a t C H B r C l2 c o n c e n t r a t i o n s fr o m 2 0 0 t o 4 80 0 m g /L
m u t a t e d r e v e r t a n t s r e s u l t e d in a d o s e - d e p e n d e n t r e l a t i o n s h i p , w h i l e e x p o s u r e t o c h l o r o f o r m
(C H C I 3 ) a t c o n c e n t r a t i o n s fr o m 2 0 0 t o 2 5 , 6 0 0 m g / L d i d n o t T h i s fi n d i n g i n d i c a t e s t h a t t h e
b r o m i n e - c o n t a i n in g T H M s s p e c i e s a r e m o r e m u t a g e n i c t h a n c h l o r o f o r m . I n a n o t h e r s t u d y ,
r e s e a r c h e r s f o u n d t h a t o f t h e 6 H A A s t e s t e d i n t h e s t u d y (C l A A , C I 2 A A , C I 3A A , B r A A , B r 2 A A ,
a n d B r s A A ) , a l l w e r e m u t a g e n i c e x c e p t f o r C l A A (G i l l e r e t a l , 19 9 7 ) H A A c o n c e n t r a t i o n s t h a t
w e r e u s e d r a n g e d f r o m 0 . 3 t o 2 0 , 0 0 0 n g /m L . T h e r e s u l t s f r o m t h i s s t u d y ft i r t h e r s h o w b r o m i n e -
c o n t a i n i n g s p e c i e s a r e m o r e m u t a g e n i c t h a n t h e i r c h l o ri n e c o u n t e r p a r t s b e c a u s e B r A A a n d
B r a A A i n d u c e d m u t a g e n i c i t y a t c o n c e n t r a t i o n s a t l e a s t t w o o r d e r s o f m a g n i t u d e l o w e r t h a n
C I2 A A , C I 3 A A , a n d B r sA A A d d i t i o n a l l y , t h e s e H A A s w e r e t e s t e d w i t h a n d w i t h o u t t h e p r e s e n c e
o f S 9 a n d t h e r e s u l t s i n d i c a t e t h a t m e t a b o l i s m (w i t h S 9 ) p r o d u c e s b y - p r o d u c t s t h a t a r e l e s s
m u t a g e n i c t h a n t h o s e t h a t h a v e n o t b e e n m e t a b o l i z e d (w it h o u t S 9 ) T h e s e r e su lt s i m p l y t h a t t h e s e
c h e m i c a l s a r e p o t e n t i a l l y m u t a g e n i c i n h u m a n s .
T h e h a l o a c e t o n i t ri l e s (H A N s ) , m o n o c h l o r o a c e t o n i t r i le (C l A N ) , d i c h l o r o a c e t o n i t ri l e
(C i a A N ) , t ri c h l o r o a c e t o n i t ri l e (C I 3A N ) , m o n o b r o m o a c e t o n i t r i l e (B r A N ) , a n d d i b r o m o a c e t o n i t ri l e
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(B r 2 A N ) w e r e u s e d i n a n A m e s a s s a y s t u d y w i t h o u t S 9 a t c o n c e n t r a t i o n s r a n g i n g f r o m 5 0 x 1 0
" ^
M t o 0 9 1 M , e q u i v a l e n t t o 9 . 9 x 1 0
" *
n g /m L t o 10 , 0 0 0 n g /m L (M u Ue r - P i l l e t e t a l . , 2 0 0 0 ) R e s u l t s
s h o w e d t h a t t h e l o w e st c o n c e n t r a t i o n t o i n d u c e m u t a g e n i c i t y f o r C l A N , C I2 A N , a n d C I 3 A N w e r e
1 . 3 x 1 0
" ^ M (9 8 ^ g /m L ) , 9 1 x 1 0
' ^
M ( 10 00 n g /m L ) , a n d 7 . 0 x 1 0
" ^ M ( 10 [i g /m L ) , r e s p e c t i v e l y .
V a lu e s c o u l d n o t b e d e t e r m i n e d f o r B r A N a n d B r a A N b e c a u s e a t t h e c o n c e n t r a t i o n s t h a t w e r e
t e s t e d
,
t h e c o m p o u n d s w e r e e i t h e r n o n - t o x i c a t t h e l o w e r c o n c e n t r a t i o n s o r c o m p l e t e ly t o x i c ,
k i l l in g a l l o f t h e b a c t e r i a , a t t h e h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s .
A d i s a d v a n t a g e t o u s i n g t h e A m e s a s s a y a s a m e a n s t o e v a l u a t e t o x i c it y o f d r in k i n g w a t e r
D B F s i s t h a t t h e b i o l o g i c a l s y s t e m i s b a c t e r i a , w h i c h m a k e s t h e r e s u l t s f r o m t h i s a s s a y d i f f i c u l t t o
e x t r a p o l a t e a n d a p p ly t o h u m a n s . M o r e o v e r , t h i s a s s a y i s a v e r y c o n t r o l l e d e x p e r i m e n t : r e s u l t s
c a n v a r y d e p e n d i n g o n t h e p r e s e n c e o f S 9 , s o w h e n i s i t a p p r o p r i a t e t o u s e S 9 ? A l s o , t h e a s s a y
r e q u i r e s c h e m i c a l d o s e s a t m u c h h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s t h a t t h o s e t h a t a r e t j ^ i c a l l y f o u n d in
d r i n k i n g w a t e r s . M u c h l i k e t h e a n i m a l t o x i c i t y s t u d i e s , r e s e a r c h e r s o n l y e x p o s e d t h e b a c t e r i a t o
i n d i v i d u a l D B F s , n o t m i x t u r e s .
1 . C . Z . b . G e n o t o x i c i t y : T h e C o m e t A s s a y
T h e c o m e t a s s a y , a l s o k n o w n a s s i n g l e - c e l l g e l e l e c t r o p h o r e s i s (S C G E ) , i s a s e n s i t i v e
g e n o t o x i c a s s a y t h a t m e a s u r e s s i n g l e a n d d o u b l e - s t r a n d b r e a k s i n D N A (C o l l i n s e t a l . , 2 0 0 8 ) . I n
t h i s a s s a y , c e l l s a r e e x p o s e d t o a p o t e n t i a l g e n o t o x i c c o m p o u n d , t r e a t e d w i t h a d y e , s p r e a d o n
S C G E m i c r o s c o p e s l i d e s p r e - t r e a t e d w i t h a l a y e r o f a g a r o s e g e l , l y s e d , a n d t h e n u n d e r g o
e l e c t r o p h o r e s i s t o d e n a t u r e t h e D N A D u r i n g e l e c t r o p h o r e s i s , t h e b r e a k s in t h e D N A s t r a n d ( s )
a r e p u l l e d t o w a r d s t h e a n o d e , c r e a t i n g a n a p p e a r a n c e o f c o m e t s (C o l l i n s e t a l . , 2 0 0 8 ) . A f t e r
e l e c t r o p h o r e s i s , t h e s l i d e s a r e t r e a t e d f o r s c o r i n g t h e c o m e t s , w h i c h c a n b e d o n e v i s u a l ly u s i n g a
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m i c r o s c o p e o r u s in g a n i m a g e a n a l y s i s p r o g r a m i n a c o m p u t e r . W h i l e s c o r i n g , r e s e a r c h e r s l o o k
f o r t h e l e n g t h o f t h e c o m e t t a i l , t h e p e r c e n t a g e o f D N A i n t h e h e a d o f t h e c o m e t , a n d t h e
p e r c e n t a g e o f D N A i n t h e t a i l . T a i l m o m e n t , c a l c u l a t e d b y t h e p r o d u c t o f t a i l l e n g t h p e r c e n t a g e
o f t a i l D N A
,
o r t h e p e r c e n t a g e o f D N A i n t h e t a i l c a n b e u s e d t o d e t e r m i n e t h e a m o u n t o f D N A
d a m a g e
L a n d i e t a l . (2 0 03 ) u s e d t h e c o m e t a s s a y t o d e t e r m i n e t h e g e n o t o x i c i t y o f t h e 4 r e g u l a t e d
T H M s o n v a r i o u s h u m a n l u n g e p i t h e l i a l c e l l s . T h e e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d a t t h e
c o n c e n t r a t i o n s l i s t e d i n T a b l e 1 . 1 L a n di e t a l (2 0 03 ) u s e d a s t a t i s t i c a l m u l t i p le - r a n g e t e s t t o
c h e c k e a c h d o s e a g a i n s t t h e c o n t r o l d o s e T a i l E x t e n t M o m e n t w a s d e t e r m i n e d f o r e a c h d o s e a n d
w a s u s e d a s t h e d e p e n d e n t v a r i a b l e , w h i l e t h e T H M c o n c e n t r a t i o n a n d v a r y i n g l u n g c e l l s a m p l e s
w e r e u s e d a s t h e i n d e p e n d e n t v a r i a b l e . T h e s l o p e (T a i l E x t e n t M o m e n t / ix M ) o f t h e l i n e a r
r e g r e s s i o n ( r ) o f t h e d a t a r e p r e s e n t s t h a t T H M
'
s g e n o t o x i c p o t e n c y . T h u s , t h e r a n k i n D N A
d am a g i n g a b i l i t y w a s a s f o l l o w s : C H B r C U > C H B r s > C H C I 3 , w h i l e C H B r i C l c o u l d n o t b e
d e t e c t e d .




fx g / L
"
w i t h c o r r e s p o n d i n g r v a l u e s
a n d l i n e a r r e g r e s s i o n s l o p e s (L a n d i e t a l . , 2 0 0 3 )
T H M C o n c e n t r a t i o n s (n . M ) C o n c e n t r a t i o n s ( (i g / L ) L i n e a r R e g r e s s i o n (z
-
^
) S l o p e *
TX9 x \ ¥ 7U 9 x W7\ A 9 x \ ^C H C I 3
C H B r z C l
C H B r C l 2




0 4 1 0 0 04
"
84 9 78 !4 9 x To ^78 4̂ 9 <̂ 1 0^ N D N D
2 0 8 x l 0^ 2 0 8 x l 0 ^ 2 0 8 x 10
^
0 5 5 0 02
2 5 3 x 10
'
,
2 5 3 x 10^ 2 5 3 x 10
'
0 4 8 0 0 0 6
* = T a i l E x t e n t M o m e n t / [xM
N D = N o t D e t e c t e d
T h e g e n o t o x i c i t y o f 6 H A A s (B r A A , B r 2 A A , B r a A A , C l A A , C I 2 A A , C I 3 A A ) w e r e t e s t e d o n
C h in e s e h a m st e r o v a r y (C H O ) c e l l s a t t h e c o n c e n t r a t i o n s s e e n b e lo w i n T a b l e 1 . 2 (P l e w a e t a l ,
2 0 02 ) R e s u l t s fr o m t h e s e s a m p l e s w e r e p l o t t e d u s i n g l o g - l i n e a r d o s e - r e s p o n s e c u r v e s , d o s e
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b e i n g t h e H A A c o n c e n t r a t i o n (mM ) a n d r e s p o n s e r e p r e s e n t e d by t h e t a i l m o m e n t ( \i M)
R e g r e s s i o n a n a l y s i s w a s u s e d t o c a l c u l a t e t h e r e l a t i v e g e n o t o x i c p o t e n c y f o r e a c h H A A a s t h e
c o n c e n t r a t i o n a t t h e m i dp o i n t i n t h e t a i l m o m e n t r e s p o n s e c u r v e . T h e r
^
v a l u e f o r e a c h r e g r e s s i o n
a n a l y s i s w a s a l s o d e t e r m i n e d . T h e r a n k o r d e r f o r t h e p o t e n c y o f t h e s e H A A s w a s B r A A »
C l A A > B r 2 A A > B r s A A . C I 2 A A a n d C I 3 A A w e r e n o t g e n o t o x i c t o t h e C H O c e l l s a t t h e s e
c o n c e n t r a t i o n s .
Ta b l e 1 2 H A A c o n c e n t r a t i o n r a n g e s c o n v e r t e d fr o m
" M " t o " n g / L
" w i t h c o r r e s p o n d i n g
g e n o t o x i c p o t e n c i e s a n d P
'
v a l u e s (P l e w a e t a l . , 2 0 0 2 )
H A A C o n c e n t r a t i o n R a n g e (M ) C o n c e n t r a t i o n R a n g e ( [x g / L ) G e n o t o x i c P o t e n c y
B r A A 2 . 5 x 10
"
- 2 . 5 x 10 3 4 7 - 3 4 7 4 0 . 0 17 m M = 2 3 6 0 î g / L 0 9 9
B r . A A 2 5 x 1 0
- ^ - 5 0 0 x 10
" ^
5 4 5 x 10
^ - 1 0 9 x 10
^ 1 7 5 6 m M = 3 83 x 10
^
^i g / L
0 9 5
B r j A A 2 5 x 10
" " - 5 0 0 x 10
" '
7 4 2 x 10
" - 1 4 8 x 10 *
2 4 5 6 m M = 7 2 9 x 10 '
f Xg / L
0 . 9 5
C l A A 1 0 x 1 0
" " - 1 0 x 1 0
" '
9 4 5 x 10
^ - 9 4 5 x 10
"
1 0 x 10
" ' - 2 5 x 1 0
" '




C I 2A A 1 2 9 x 10
^ - 3 2 2 x 10
*
N S N A
C I 3A A 1 0 x 10
" ^ - 3 0 x 1 0
-
1 6 3 x 10
" - 4 9 0 x 10
^
N S N A
N S = N o t s i g n i fi c a n t ly d i f f e r e n t f r o m c o n tr o l
N A = N o t a p p l i c a b l e
F i v e H A N s w e r e t e s t e d f o r g e n o t o x i c p o t e n t i a l o n H e L a S 3 c e l l s fr o m a c e r v i c a l c a n c e r c e l l l i n e
u s i n g t h e c o m e t a s s a y (M u l l e r - P i l l e t e t a l . , 2 0 0 0 ) T h e H A N s a n d t h e c o n c e n t r a t i o n r a n g e a t
w h i c h e a c h w a s t e s t e d c a n b e s e e n i n T a b l e 1 . 3 F o r C l A N
,
C I2 A N , a n d B r A N , t he l o w e s t
c o n c e n tr a t i o n b e f o r e a t o x i c r e s p o n s e w a s o b s e r v e d c o u l d n o t b e d e t e c t e d . H o w e v e r , f o r C I 3A N
a n d B r aA N , t h e s e c o n c e n t r a t i o n s w e r e 1 . 4 4 x 1 0
^
pi g / L a n d 1 9 9 x 10
^
M^g / L , r e s p e c t i v e l y .
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T a b l e 1 3 H A N c o n c e n t r a t i o n r a n g e s c o n v e r t e d fr o m
" M " t o " |x g / L
"
a n d t h e l o w e s t
c o n c e n t r a t i o n b e f o r e a t o x i c r e sp o n s e w a s o b s e r v e d (M u l l e r - P i l l e t e t a l . , 2 0 0 0 )
H A N C o n c e n t r a t i o n
R a n g e (M )
C o n c e n t r a t i o n R a n g e L o w e s t C o n c e n t r a t i o n B e f o r e T o x i c
R e s p o n s e W a s O b s e r v e d ( fi g / L )
C l A N 0 - 0 0 0 1 0 - 7 5 5 x 1 0
'
N D
C I2A N 0 - 0 0 1 0 - 1 1 0 N D
C I3 A N 0 - 1 0 0 x 1 0 0 - 1 4 4 x 10
'
1 4 4 x 10
'




B r j A N 0 - 1 0 0 x 10 0 - 1 9 9 x 1 0
"
1 9 9 x 1 0 '
N D = N o t d e t e c t e d
A n a d v a n t a g e t o u s i n g t h e c o m e t a s s a y o v e r t h e A m e s a s s a y i s t h a t r e s u l t s f r o m t h e c o m e t
a s s a y c a n b e o b t a i n e d m o r e q u i c k ly t h a n f r o m t h e A m e s a s s a y (M u l l e r - P i l l e t e t a l . , 2 0 00 ) T h e
c o m e t a s s a y c a n b e c o m p l e t e d i n o n e d a y , w h e r e a s t h e A m e s a s s a y r e q u i r e s a b o u t 4 d a y s t o r u n
f r o m s t a r t t o fi n i s h (M u l l e r - P i l l e t e t a l . , 2 0 0 0 ) A l s o , t h e s t u d i e s c i t e d i n t h i s s e c t i o n u s e d
m a mm a l i a n c e l l s , w h i c h i n d i c a t e s t h a t t h e r e s u l t s f r o m t h e s e c o m e t a s s a y s t u d i e s a r e m o r e
a p p l i c a b l e t o h u m a n s t h a n r e s u l t s fr o m t h e A m e s a s s a y . H o w e v e r , t h e s a m e i s s u e s a r i s e a g a i n :
t h e D B P c o n c e n t r a t i o n s u s e d i n t h e s t u d y w e r e fr e q u e n t ly s e v e r a l o r d e r s o f m a g n i t u d e h i g h e r
t h a n t h o s e t h a t a r e t y p i c a l ly o b s e r v e d i n d r i n k i n g w a t e r a n d t h a t t h e D B P s w e r e t e s t e d
i n d i v i d u a l l y , n o t a s a m i x t u r e
1 . C . 2 . C . C y t o t o x i c i t y : T h e G r o w t h I n h i b i t i o n A s s a y (G I A )
O n e o f t h e o b j e c t i v e s t h a t w a s e x a m i n e d i n t h i s t e c h n i c a l r e p o r t i s t o c o m p a r e t h e g r o w t h
in h i b it iv e e f f e c t s o f w a t e r t h a t h a s u n d e r g o n e d i f f e r e n t t y p e s o f d i s i n f e c t i o n a n d c o n t a i n s a
m i x t u r e o f D B P s . T h e g r o w t h in h i b i t i o n a s s a y (G IA ) w a s b a s e d o n t h e m i c r o p l a t e c y t o t o x i c i t y
a s s a y d e v e l o p e d b y P l e w a e t a l (2 0 02 ) . D r A n t h o n y D e A n g e l o , a t o x i c o l o g i s t a t t h e U S E PA
in R e s e a r c h T r i a n g l e P a r k , N C , m o d i f i e d t h e P le w a m e t h o d t o u s e n o r m a l h u m a n c o l o n c e l l s
(N C M 4 6 0) i n s t e a d o f C H O c e l l s . T h e b a s i c p r e m i s e o f t h i s m e t h o d i s t o e x p o s e t h e c e l l s t o a
c h em i c a l a t v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s i n a 9 6 - w e l l m i c r o p l a t e f o r a p e r i o d o f 3 d a y s W i t h i n t h e
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s a m e m i c r o p l a t e , a c o n t r o l s e t o f c e l l s w a s a l s o p r e p a r e d in w h i c h t h e c e l l s w e r e o n l y e x p o s e d t o
a c e l l c u l t u r e m e d i a A f t e r t h a t , g r o w t h i n h i b i t i o n w a s d e t e r m in e d b y f i x i n g t h e c e l l s t o t h e p l a t e ,
s t a in i n g t h e m , a n d m e a s u r i n g t h e a b s o r b a n c e o f th e d y e i n e a c h w e l l T h e g r e a t e r t h e a b s o r b a n c e
v a lu e
,
t h e l e s s t h e c e l l s e x p e r i e n c e d g r o w t h i n h ib i t i o n . T h e t w o r e s e a r c h g r o u p s m e a s u r e g r o w t h
i n h i b i t io n b y c o m p a r i n g t h e e x p e r i m e n t a l v a l u e s t o t h e c o n t r o l v a l u e a n d c a l c u l a t i n g t h e
p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y a s a p e r c e n t a g e o f t h e c o n t r o l . T h e c o n t r o l s a m p l e i n v o l v e d c e l l
e x p o s u r e t o c e l l c u l t u r e m e d i a T h e p r o c e d u r e i s e x p l a i n e d i n m o r e d e t a i l i n t h e m e t h o d s s e c t i o n
T a b le 1. 4 s h o w s t h e r e s u l t s f r o m a n e x p e r i m e n t e x p o s in g 6 H A A s t o C H O c e l l s (P l e w a e t
a l .
,
2 0 0 2 ) T h e c o n c e n t r a t i o n r a n g e s a r e l i st e d fo r e a c h H A A a n d t h e r e i s a l s o a r a n k o r d e r f o r t h e
H A A t h a t w a s m o s t c y t o t o x i c ( 1 ) t o t h e l e a s t c y t o t o x i c (6 ) d e t e r m i n e d u s i n g a n IC 5 0 v a lu e ,
w h i c h r e p r e s e n t s h a l f t h e m a x im a l i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n o f t h e c h em i c a l .
Ta b l e 1 4 H A A r e s u l t s f r o m P l e w a e t a l ( 2 0 02 )
H A A
C o n c e n t r a t i o n R a n g e
(M )
C o n c e n t r a t i o n R a n g e
( H g / L )
I C 5 0 (M )
C H O C y t o t o x i c i t y
R a n k O r d e r
B r A A 1x 10
"
*
- 5 x 1 0
"
-
13 9 - 6 95 x 1 0
'




B r z A A 1 x 10
" * - 1 2 5 x 10
" '
2 1 8 - 2 7 2 x 10
'
5 0 x 1 0
B r j A A 1 x 10
* - 0 0 1 2 9 7 - 2 97 x 10
*
1 0 x 10
"
9 4 5 x 10
' - 9 4 5 x 1 0
'
C l A A 1 0 x 1 0
" - 0 0 1 9 4 4 x 10
C 1, A A 5 x 1 0
" " - 0 0 4 3 6 4 5 x 10
" - 5 5 4 x 10
*
0 0 1 15
C I 3A A 1 0 x 1 0
"
' - 0 0 43 1 . 6 3 x 1 0
' - 7 . 0 3 x 1 0 * 0 0 17 5
T a b l e 1 . 5 d i s p l a y s D e A n g e l o
'
s r e s u l t s u s i n g t h e G IA w i t h T H M 4 a n d H A A 9 . T h e p o t e n c y o f
e a c h H A A w a s r a n k e d a n d c o m p a r e d w i th t h e r a n k o r d e r s e e n i n P l e w a e t a l . (2 0 02 ) .
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T a b l e 1 5 G IA r e s u l t s f o r T H M 4 a n d H A A 9 .
C o n c e n t r a t i o n
R a n g e (M )
C o n c e n t r a t i o n
R a n g e (fi g / L )
I C 5 0 (M )
G I A
R a n k
O r d e r
P l e w a e t a l .
( 2 0 0 2 ) R a n k
O r d e r
T H M 4
C H C I 3 0 12 - 3 5 8 x 10
'
N D
C H B r C l 2
C H B r z C l
1 0 0 x 10 -
3 0 0 x 1 0
" '
0 16 - 4 9 1 x 10
'
N D
0 2 1 - 6 2 5 x 10
'
- 3 0 0 x 1 0
C H B r 3 0 2 5 - 7 5 8 x 1 0
'
- 3 0 0 x 10
"
C lA A 1x 10
- ^ - 1 x 1 0
" '
9 4 5 - 9 4 5 x 1 0
" 2 87 x 1 0
B r A A 1x 10
" * - 1 x 10
' "
1 3 9 - 1 3 9 x 10
'
1 4 8 x 1 0
"
-
H A A 9
C I 2A A 12 9 - 6 4 5 x 10
^
3 4 1 x 1 0
"
B r C l A A 17 3 - 8 6 7 x 10
'
5 . 0 0 x 1 0
C I 3A A 1 6 3
- 8 . 17 x 10
'
4
. 17 x 1 0
"
B i z A A 1x 10
" * - 0 5 x 10
" '
2 18 - 1 0 9 x 10
'
4 . 7 0 x 1 0
T
"
B r C l s A A 2 0 9 - 1 0 4 x 10
'
2 0 3 x 10
"
B r o C l A A 2 5 2 - 1 2 6 x 10
'
2 . 1 8 x 1 0
^
B r j A A 2 9 7
- 1 4 8 x 10
'






T h e G I A i s n o t w i d e l y u s e d a n d h a s o n l y b e e n p u b l i s h e d b y P l e w a a n d t h e r e s e a r c h e r s in
h i s l a b . S o m e a d v a n t a g e s t o u s i n g t h e g r o w t h i n h i b i t i o n o v e r t h e A m e s a s s a y o r t h e c o m e t a s s a y
a r e t h a t a ) t h e G I A u s e s m am m a l i a n c e l l s s o r e s u l t s a r e m o r e a p p l i c a b l e t o e x p o s u r e e f f e c t s o n
h u m a n s , b ) a lt h o u g h t h e c o m e t a s s a y c a n a l s o u s e m a m m a l i a n c e l l s , t h e G IA i s o v e r a l l m o r e
s e n s i t i v e t h a n t h e A m e s a n d c o m e t a s s a y s , a n d c ) w i t h t h e G IA , t h e c o n t r o l a n d t h e e x p e r i m e n t a l
s a m p l e s a r e a l l o n o n e m i c r o p la t e , s o t h e c o n d i t i o n s t o w h i c h b o t h a r e e x p o s e d a r e t h e s a m e . A s
w i t h t h e
. p r e v i o u s a n i m a l t o x i c i t y , A m e s a n d c o m e t a s s a y s t u d i e s , t h e r e c u r r i n g i s s u e s w e r e t h a t
t h e D B F c o n c e n t r a t i o n s u s e d w e r e m u c h h i g h e r t h a n t h e c o n c e n t r a t i o n s t h a t e x i s t i n t y p i c a l
fi n i s h e d w a t e r s a n d t h a t n o m i x t u r e s o f D B F s in r e a l w a t e r s w e r e t e s t e d .
T h e m a i n d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e P l e w a e t a l ( 2 0 02 ) a n d t h e D e A n g e l o m e t h o d i s t h a t t h e
f o r m e r u s e s C H O c e l l s a n d D eA n g e l o
'
s m e t h o d u s e s N C M 4 6 0 c e l l s . T h e C H O c e l l s w e r e f r o m
a c e l l l i n e , w h i l e t h e N C M 4 6 0 c e l l s a r e fr o m a m i x e d c o l o n c e l l c u l t u r e C e l l s f r o m a c e l l li n e
a r e m o r e l i k e l y t o m u t a t e o v e r a l o n g p e r i o d o f t i m e ; t h u s , t h e g e n e t i c m a t e r i a l o f t h e c e l l s a t t h e
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t i m e o f u s e i s p r o b a b l y d i f f e r e n t t h a n w h e n t h e c e l l s w e r e fi r s t s e l e c t e d t o b e g i n t h e l i n e . O n t h e
o t h e r h a n d , t h e N C M 4 6 0 c e l l s t h a t a r e u s e d i n t h e G I A e x p e r i m e n t s o r i g i n a t e f r o m a c e l l c u l t u r e
a n d d o n o t m u t a t e o v e r t im e b e c a u s e t h e c e l l s b e g i n a s s t e m c e l l s , t h e n d i f f e r e n t i a t e , a n d t h e n d i e ,
s i m i l a r t o t h e b e h a v i o r o f a c t u a l c e l l s i n a l i v e c o l o n . T o k e e p t h e s e c e l l s a l i v e , t h e y a r e p a s s a g e d ,
w h e r e a s m a l l a m o u n t o f c e l l s f r o m a p r e v i o u s c e l l c u l t u r e i s r e m o v e d a n d p la c e d i n t o a n o t h e r
t e s t t u b e c o n t a i n i n g f r e s h g r o w t h m e d i a . B e c a u s e t h e b e h a v i o r o f t h e N C M 4 6 0 c e l l s i s v e r y
s i m i l a r t o a r e a l h u m a n c o l o n
,
e x p o s u r e e f f e c t s f r o m t h e G IA c a n b e b e t t e r r e l a t e d t o h u m a n s
t h a n r e s u l t s f r o m t h e p r e v i o u s l y m e n t i o n e d s t u d i e s . T h u s , t h e G I A w a s c h o s e n f o r t h e
e x p e r i m e n t s r e g a r d i n g e x p o s u r e e f f e c t s i n t h i s t e c h n i c a l r e p o r t
1 . D . R e s e a r c h O b j e c t i v e s
• T o s h o w t h a t t h e T H M s a n d H A A s a c c o u n t f o r o n l y a s m a l l f r a c t i o n o f t h e T O X o f
c h l o r i n a t e d o r c h l o r a m in a t e d d r i n k i n g w a t e r s , w h i l e t h e m a j o r i t y o f o r g a n i c h a l o g e n a t e d
b y - p r o d u c t s i s c o m p o s e d o f c h e m i c a l s t h a t h a v e y e t t o b e i d e n t i fi e d . I n d o i n g s o , t h e
i m p o r t a n c e o f l o o k i n g a t d r i n k i n g w a t e r s a s D B P m i x t u r e s i s e m p h a s i z e d s i n c e i t i s
xm c e r t a i n w h i c h p a r t ( a c c o u n t e d - f o r o r u n a c c o u n t e d - f o r ) o f t h e T O X c o n t r i b u t e s m o r e t o
t h e o v e r a l l t o x i c i t y o f t h e w a t e r .
• T o d e v e l o p a w o r k i n g m e t h o d f o r t h e G I A w i t h m i x t u r e s o f D B F s i n r e a l w a t e r s .
• T o e x a m i n e t h e e f f e c t s o f D B P m ix t u r e s i n R O - c o n c e n t r a t e d a n d d i s i n f e c t e d w a t e r s o n
t h e G I A .
• T o q u a n t i fy t h e c o n c e n t r a t i o n s o f a g r o u p o f k n o w n a n d p o t e n t i a l l y c a r c i n o g e n i c D B F s
p r e s e n t i n t h e s e w a t e r s .
• T o e v a l u a t e t h e e f f e c t i v e n e s s o f th e G IA i n d e t e r m i n i n g t h e t o x i c i t y o f r e a l w a t e r s .
4 2
T o d e v e l o p a m e t h o d f o r d e t e r m i n i n g p o t e n t i a l in d i c a t o r s o f d r i n k i n g w a t e r t o x i c i t y u s i n g
T O X a n d t h e G I A .
4 3
2 . E x p e r i m e n t a l M e t h o d s & M a t e r i a l s
2 . A . D e s c r i p t i o n o f t h e P r o j e c t
T h e p r o j e c t o u t l i n e d i n t h i s t e c h n i c a l r e p o r t i s o r g a n i z e d in t o t w o p a r t s . T h e fi r s t p a r t i s
d e r i v e d f i " o m a t w o - y e a r A m e r i c a n Wa t e r W o r k s A s s o c i a t i o n R e s e a r c h F o u n d a t i o n (A w w aR F )
s t u d y i n v o l v i n g r e s e a r c h e r s f r o m t h e U n i v e r s i t y o f N o r t h C a r o l in a a t C h a p e l H i l l (U N C - C H ) ,
D u k e U n i v e r s i t y , a n d Y a l e U n i v e r s it y T h i s p r o j e c t e x a m i n e d d r i n k i n g w a t e r D B F s r e su l t i n g
fr o m t r e a t m e n t o f w a t e r w i t h U V i r r a d i a n c e w i t h a n d w i t h o u t s u b s e q u e n t a d d i t i o n o f c h l o r i n e o r
c h l o r a m i n e s . F o r a p e r i o d d u r i n g t h i s A w w a R F r e s e a r c h p r o j e c t , a p a r t n e r w a t e r t r e a t m e n t
f a c i l i t y f r o m C o n t r a C o s t a W a t e r D i s tr i c t (C CWD ) i n C A p e r f o r m e d a s e r i e s o f p i l o t p la n t
e v a l u a t i o n s u s in g o z o n e w i t h a n d w i t h o u t p e r o x i d e s o n w a t e r s w i t h e l e v a t e d l e v e l s o f D B F
p r e c u r s o r m a t e r i a l s T h e w a t e r s w e r e t h e n t r e a t e d w i t h U V i r r a d i a n c e a n d p o s t -
c h l o r i n a t e d / c h l o r a m i n a t e d i n t h e f a c i l i t i e s a t D u k e U n i v e r s it y a n d b r o u g h t t o U N C - C H f o r D B F
a n a l y s i s . T h i s r e p o r t e x a m i n e s v a r i o u s a s p e c t s o f h a l o g e n i n c o r p o r a t i o n a f f e c t e d b y t h e s e
t r e a t m e n t s .
S i n c e b r o m i d e a n d / o r i o d i d e i n c o r p o r a t i o n in t o D B F s c a n i n c r e a s e t h e p o t e n c y o f t h e s e
c h em i c a l s
,
t h e s e c o n d p a r t o f t h i s r e p o r t e x a m i n e s th e u s e o f a t o x i c i t y a s s a y f o r e v a l u a t in g
c h a n g e s i n t h e p o t e n c y o f w a t e r t h a t u n d e r g o e s d i f f e r e n t t r e a t m e n t s T h e w a t e r s a m p l e s w e r e
p r e p a r e d a t U N C - C H a n d b r o u g h t t o th e D e A n g e l o T o x i c o l o g y L a b a t t h e U . S . E n v i r o n m e n t a l
P r o t e c t i o n A g e n c y (E PA ) i n R e s e a r c h T r i a n g l e P a r k (R T F ) , N C f o r a n a l y s i s u s i n g t h e G IA .
2 . A . l . C o n t r a C o s t a W a t e r D i s t r i c t (C C WD )
T a b l e 2 . 1 d i s p l a y s t h e p h a s e d t r e a t m e n t s c h e m e s a n d t h e i r c o d e s . T h e d a t e s f o r w a t e r
c o l l e c t i o n
,
t r e a t m e n t a t D u k e U n i v e r s i t y , q u e n c h i n g ( r e m o v a l ) o f f r e e c h l o r i n e , a n d a n a l y s i s a t
4 4
U N C - C H a r e a l s o l i s t e d i n t h e t a b l e . R e s u l t s fr o m P h a s e s 3B F r e - N F a n d 3B F o s t - N F a r e n o t
in c l u d e d i n t h i s r e p o r t P r i o r t o o z o n e o r o z o n e / p e r o x i d e t r e a t m e n t , t h e w a t e r w a s s p ik e d a t
C CWD w it h b r o m i d e (B r
'
) , c h l o r i d e (C I
"
) , i o d i d e (F ) , a n d s u l f a t e (S 0 4
^ '
) T h e sp ik e d
c o n c e n t r a t i o n o f B r a n d T (t h e r e l e v a n t D B F p r e c u r s o r s ) w a s 1 m g / L a n d 0 . 1 m g /L , r e s p e c t i v e l y .
Ta b l e 2 1 D a t e s f o r a c t i o n s .
U N C - C H
E x t r a c t i o n s
P h a s e C C WD T r e a t m e n t
D u k e
T r e a t m e n t
Q u e n c h e d
a t U N C - C H
H A A 9 V o l a t l l e s
l A 6 / 2 / 2 0 0 8 O z o n e / G A C * 6/ 0 9/ 2 0 0 8 6 / 10 / 2 0 08 6 / 1 6 / 2 0 0 8 6/ 12 / 2 008
2A 6 / 3 / 2 0 0 8 O z o n e / p e r o x i d e /G A C 6/ 1 1/ 2 0 0 8 6 / 12 / 2 0 0 8 6 / 1 7 / 2 0 0 8 6 / 13 / 2 0 0 8
I B 6 / 9 / 2 0 0 8 O z o n e / G A C 6/ 2 2/ 2 0 0 8 6 / 2 5 / 2 0 08 7 / 0 2/ 2 0 0 8 6/ 2 6 / 2 0 0 8
2B 6 / 10 / 2 0 0 8 O z o n e / p e r o x i d e / G A C 6/ 2 7 / 2 0 0 8 6 / 3 0 / 2 0 0 8 7 / 0 3 / 2 0 0 8 7 / 0 1/ 2 0 08
3 A -
P r e - N F
6 / 3 0 / 2 0 0 8
P r e - n a n o f i l tr a t io n
(N F )
7 / 1 1/ 2 0 0 8 7 / 14 / 2 0 0 8 7 / 1 7/ 2 0 0 8 7/ 15/ 2 0 0 8
3 A -
P o s t - N F
6 / 3 0 / 2 0 0 8 P o s t - N F 7 / 2 1/ 2 0 0 8 7 / 2 4 / 2 0 0 8 8 / 0 1/ 2 0 0 8 7 / 2 5/ 2 0 0 8
3 B -
P r e - N F
7/ 7/ 2 0 0 8 P r e - N F 7 / 2 7/ 2 0 0 8 7 / 3 0 / 2 0 0 8 8 / 0 1/ 2 0 0 8 7 / 3 1/ 2 0 0 8
3B -
P o s t - N F
7/ 7/ 2 0 0 8 P o s t - N F 8 / 1 1/ 2 0 0 8 8 / 14 / 2 0 0 8 N E 8/ 1 5/ 2 0 08
N E = N o t E x t r a c t e d
* W a t e r s w e r e p o s t - fi l t e r e d b y g r a n u l a r a c t i v a t e d c a r b o n (G A C )
T a b l e 2 . 2 l i s t s t h e a b b r e v i a t i o n s f o r t h e v a r i o u s w a t e r t r e a t m e n t s t h a t w e r e p e r f o r m e d a t
D u k e U n i v e r s i t y
T a b l e 2 2 T r e a tm e n t s c h em e a b b r e v i a t i o n s .
N o
T r e a tm e n t
C C WD w a t e r s d i d n o t u n d e r g o
a n y tr e a t m e n t s c h e m e s a t D u k e
N H 2 C I
1 m g / L a s C I 2 t a r g e t
c h l o r a m i n e r e s i d u a l
C I ,
1 m g / L t a r g e t f r e e c h l o r i n e
r e s i d u a l
L P4 0 0
L o w p r e s s u r e la m p a t 4 0 0
m J / c m
^
M P 1 0 0
M e d i u m p r e s s u r e l a m p a t 10 0
m J / c m
^
M P 4 0 0
M e d i u m p r e s s i o r e la m p a t 4 0 0
m J/ c m
^
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2 . A . l . a . W a t e r C h a r a c t e r i z a t i o n
T a b l e 2 . 3 a n d T a b l e 2 . 4 d i sp l a y t h e s u m m a r y o f o r g a n i c a n d i n o r g a n i c p a r a m e t e r s o f t h e
C CWD w a t e r s m e a s u r e d u p o n r e c e i p t a t D u k e a n d c o m p a r e d t o t h o s e p r o v i d e d b y C CWD , p r i o r
t o U V / p o s t
- d i s i n f e c t i o n t r e a t m e n t a t D u k e O r g a n i c p a r a m e t e r s i n c l u d e a n a l y s i s o f U V
a b s o r p t i o n a t a w a v e l e n g t h o f 2 54 n m (U V 2 5 4 ) , t o t a l o r g a n i c c a r b o n (T O C ) , a n d c a l c u l a t e d
s p e c i fi c u l t r a v i o l e t a b s o r b a n c e (SU V A ), w h i c h i s d e t e r m i n e d b y t h e r a t i o o f U V 2 5 4 t o D O C .
D O C v a l u e s w e r e n o t p r o v i d e d b y D u k e o r C C WD , s o S U V A w a s c a l c u l a t e d u s i n g T O C i n s t e a d .
I n o r g a n i c p a r am e t e r s (T a b l e 2 4 ) in c l u d e b r o m i d e (B r
'
) , n i t r a t e (N O 3
"
) , a n d n i t r i t e (N O 2
'
)
Ta b l e 2 3 S u m m a r y o f w a t e r q u a l i t y b y o r g a n i c p a r a m e t e r s c o m p a r i n g m e a s u r e m e n t s a t C CWD
a n d D u k e l a b o r a t o r i e s .
P h a s e
U V 25 4
(/ c m )
b y D u k e
U V „ 4
(/ c m )
b y C C W D
T O C
(m g C / L )
b y D u k e
T O C
(m g / L )
b y C C WD
SU V A
( L /m g - m )
b y D u k e
S U V A
(L / m g - m )
b y C C WD
l A 0 0 2 7 4 0 0 3 2 9 6 2 8 0 9 3 1 0 7
I B 0 0 2 9 8 0 0 4 2 8 6 2 8 1 0 4 1 4 3
2 A 0 . 0 2 5 5 0 0 3 2 8 6 2 6 0 8 9 1 15
2 B 0 0 2 2 4 0 0 4 2 9 6 2 . 8 0 . 7 6 1 4 3
3 A - P r e - N F 0 0 16 1 0 0 2 N C 2 3 N C 0 8 7
3A - P o st - N F 0 . 0 0 1 6 0 0 N C 0 5 N C 0 0
3 B - P r e - N F 0 0 1 5 9 0 0 2 N C 2 3 N C 0 8 7
3 B - P o s t - N F 0 0 0 17 9 0 0 N C 0 5 N C 0 0
N C = N o t c a l c u l a t e d
T a b l e 2 4 S u m m a r y o f w a t e r q u a l i t y by in o r g a n i c p a r a m e t e r s c o m p a r i n g m e a s u r e m e n t s a t
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2 . A . l . b . N O 3
"
a n d N O a
'
A n a l y s i s
N O 3
"
w a s m e a s u r e d w i t h a H a c h D R / 8 90 C o l o r i m e t e r (H a c h , L o v e l a n d , C O ) u s i n g t h e
n i t r a t e m i d - r a n g e (0 - 5 . 0 m g / L a s N ) c a d m i u m r e d u c t i o n m e t h o d (# 8 17 1) N O 2
"
w a s a l s o
m e a s u r e d w i t h a H a c h D R / 8 90 C o l o r i m e t e r
,
b u t w i t h t h e n i t r i t e h i g h r a n g e (0 - 1 5 0 m g /L N O 2
'
)
f e r r o u s s u l f a t e m e t h o d (# 8 15 3 ) .
2 . A . l . c . U V I r r a d i a t i o n a t D u k e U n i v e r s i t y
2 50 m L o r 5 00 m L a l i q u o t s o f w a t e r fr o m C C WD w e r e e x p o s e d t o e i t h e r l o w - p r e s s u r e - H g
(L P ) U V , m e d i u m - p r e s s u r e - H g (M P ) U V , o r n o U V . U V f l u e n c e s t h a t w e r e u s e d w e r e 1 00
m J/ c m o r 4 00 m J / c m . D u r i n g i r r a d i a t i o n , t h e s a m p l e w a s s t i r r e d c o n t i n u o u s ly w h i l e i n a 5 00
m L ir r a d i a t i o n v e s s e l u s i n g a m a g n e t i c s t i r b a r a n d a s t i r p l a t e . T e m p e r a t u r e w a s n o t c o n t r o l l e d
b e c a u s e t h e s a m p l e s w e r e p o s t - d i s in f e c t e d .
T h e lo w p r e s s u r e ( L P ) U V l a m p s e t - u p (m o n o c h r o m a t i c U V s o u r c e ) c o n t a i n s 4 L P H g
U V l a m p s (G e n e r a l E l e c t r i c # G 15 T 8 ) e m i t t in g p r i m a r i l y 2 54 n m w a v e l e n g t h s . C a lc u l a t in g t h e
U V f lu e n c e (m J c m
" ^
) a p p l i e d t o a n a q u e o u s s o l u t i o n r e q u ir e d a m e a s u r e m e n t o f t h e U V
i r r a d i a n c e (m W c m
' ^
) i n c i d e n t t o t h e s o l u t i o n s u r f a c e A r a d i o m e t e r (I L 1 70 0 , S E D 2 40 /W ,
I n t e r n a t i o n a l L i g h t , P e a b o d y , M A ) , w i t h a U V d e t e c t o r c a l ib r a t e d t o 2 54 n m , w a s u s e d t o
m e a s u r e t h e i n c i d e n t i r r a d i a n c e . T h i s s t e p w a s d o n e b y fi r s t p la c i n g t h e i r r a d i a t i o n v e s s e l
c o n t a i n i n g t h e w a t e r s a m p l e o n t o p o f t h e s t i r p l a t e a n d m e a s u r i n g t h e d i s t a n c e f r o m t h e b o t t o m
o f t h e v e s s e l t o t h e w a t e r
'
s s u r f a c e . N e x t
,
t h e i r r a d i a t i o n v e s s e l w a s r e m o v e d a n d t h e r a d i o m e t e r
w a s p l a c e d o n t o p o f t h e s t i r p l a t e t o a c h i e v e t h e s am e d i s t a n c e . W o o d e n b l o c k s w e r e p l a c e d in
b e t w e e n t h e r a d i o m e t e r a n d t h e s t i r p l a t e t o e n s u r e t h a t t h e d i s t a n c e f r o m t h e t o p o f t h e s t i r p l a t e
t o t h e t o p o f th e r a d i o m e t e r w a s c o n g r u e n t . A v e r a g e U V fl u e n c e a p p l i e d t o t h e e n t i r e s o l u t i o n
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v o l u m e w a s c a l c u l a t e d b y m u lt i p l y in g t h e i n c i d e n t i r r a d i a n c e b y f a c t o r s a c c o u n t in g f o r t h e
d iv e r g e n c e o f t h e c o Ui m a t e d b e a m , r e f l e c t i o n a t t h e w a t e r s u r f a c e , v a r i a t i o n i n t h e i r r a d i a n c e
o v e r t h e s u r f a c e o f t h e s o lu t i o n , a n d p h o t o n a b s o r p t i o n w it h d e p t h i n t h e w a t e r c o l u m n (B o l t o n &
L i n d e n
,
2 0 0 3 ) T h e m e d i u m p r e s s u r e (M P ) U V la m p s e t - u p (p o l y c h r o m a t i c U V s o u r c e )
c o n s i s t e d o f a H a n o v i a C o . (U n i o n , N J ) I kW M P l a m p in a h o u s i n g m a n u f a c t u r e d b y C a l g o n
C a r b o n C o r p o r a t i o n (P i t t s b u r g , P A ) L i k e L P U V fl u e n c e c a l c u l a t i o n s , M P U V f lu e n c e i s a l s o a
f u n c t i o n o f t h e i n c i d e n t i r r a d i a n c e m e a s u r e d w i t h a c a l i b r a t e d r a d i o m e t e r a n d c o r r e c t e d f o r
s i m i l a r f a c t o r s . T h e M P U V fl u e n c e i s w e i g h t e d t o t h e U V a b s o r b a n c e s p e c t r a o f D N A (L i n d e n
& D a r b y , 1 9 97 ) f o r t he c a l c u l a t i o n o f t h e g e r m i c i d a l ir r a d i a n c e .
2 . A . l . d . D i s i n f e c t a n t D o s i n g a t D u k e
C h l o r i n a t i o n (C I 2 ) d o s e s w e r e s e l e c t e d f r o m d e m a n d t e s t s u n d e r t a k e n t o c a l c u l a t e t h e
do s e r e q u i r e d f o r a 1 m g /L f r e e c h l o r in e r e s i d u a l a ft e r 2 4 h o u r s c o n t a c t t i m e , f o r p h a s e l A a n d
2A s a m p l e s , a n d 7 2 h o u r s c o n t a c t t i m e , f o r a l l o t h e r p h a s e s F r e e c h l o r i n e w a s o b t a i n e d f r o m a
N a O C l s t o c k s o l u t i o n . D u r i n g r e a c t i o n , t h e s a m p l e s w e r e c o n t a i n e d i n 5 00 m L o r 1 L g l a s s
a m b e r b o t t l e s , h e a d s p a c e - f r e e , w i t h p l a s t i c c a p s a n d P T F E - l i n e d s e p t a , a n d w e r e k e p t i n a d a r k
c a b i n e t a t r o o m t e m p e r a t u r e (~ 2 0
°
C ) C h l o r a m i n a t i o n (N H 2C I ) d o s i n g w a s p e r f o r m e d b y
a dj u s t i n g t h e s am p l e p H t o 8 5 , a d d i t i o n o f f r e e c h l o r i n e a t 2 m g /L , a n d h o l d i n g f o r 1 3 m i n u t e s
be f o r e t h e a dd i t i o n o f a m m o n i u m c h l o r i d e t o c o n v e r t c h l o r in e t o m o n o c h l o r a m in e . T h i s i s t h e
c h l o r am in a t i o n s c h em e u s e d a t t h e C C WD p i l o t p l a n t C o n t a c t t i m e s w e r e a s d e s c r i b e d f o r
c h l o r i n a t i o n .
T h e r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n s a r e p r e s e n t e d i n T a b l e 2 . 5 a n d w e r e m e a s u r e d
u s in g t h e H a c h D PD m e t h o d s f o r f r e e c h l o r i n e (C I2 s a m p l e s ) a n d t o t a l c h l o r i n e (N H 2C I s a m p l e s )
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w i t h a H a c h P o c k e t C o l o r i m e t e r T e s t K i t (H a c h C o mp a n y , L o v e l a n d , C O )
T a b l e 2 5 D i s i n f e c t a n t R e s i d u a l s (m g / L a s C I 2 )
P h a s e l A I B 2 A 2B
S a m p l e f r e e c o m b i n e d f r e e c o m b i n e d f r e e c o m bi n e d f r e e c o m b i n e d
N o
T r e a t m e n t 0 . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
N H 2C I 0 . 0 1 . 0 5 0 . 0 1 6 7 0 0 2 18 0 . 0 2 13
C I, 0
. 0 3 0 0 3 0 . 2 4 0 . 2 4 1 1 1 1 . 1 1 0 1 1 0 . 1 1
L P 4 00
N H 2C I
0 . 0 1 . 5 4 0 . 0 1 . 7 4 0 . 0 1 . 8 9 0 . 0 2 . 4 4
MP 4 00
N H ; C 1
0 . 0 1 . 2 7 0 . 0 1 . 6 6 0 . 0 1 75 0 0 2 6 1
M P 4 00
C I2
0 0 2 0 . 0 2 0 . 0 6 0 . 0 6 1 . 3 1 . 3 0 2 2 0 . 2 2
M P l OO
N H 2C I
0 . 0 1 . 2 7 0 0 1 . 6 0 0 1 9 9 0 0 2 54
L P4 0 0 C h 0 . 17 0 . 17 0 . 2 1 0 . 2 1 1 . 2 1 . 2 0 . 2 3 0 . 2 3
P h a s e 3 A P r e -
N F
3A P o s t - N F 3 B P r e - N F 3 B P o s t - N F
S a m p l e f r e e c o m b in e d f r e e c o m b i n e d f r e e c o m b in e d f r e e c o m b i n e d
N o
T r e a t m e n t 0 . 0 0 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 0 0 0 0 0
N H j C I 0 . 0 2 . 7 4 0 . 0 0 . 8 3 0 . 0 2 17 0 0 0 57
C I 2 1 19 1 19 2 . 8 7 2 . 8 7 0 . 0 2 0 . 0 2 1 . 6 7 1 . 6 7
L P 40 0
N H 2C I
0 0 2 5 5 0 . 0 0 . 6 7 0 . 0 1 . 5 3 0 . 0 0 . 3 2
M P4 0 0
N H 2 C I
0 . 0 2 . 7 6 0 . 0 0 . 6 1 0 0 1 . 5 9 0 0 0 . 4 2
MP 4 0 0
C I 2
1 0 8 1 . 0 8 3 . 0 3 3 . 0 3 1. 5 3 1 53 1 . 7 2 1 7 2
M P l OO
N H 2 C I
0 . 0 2 . 0 8 0 0 0 4 9 0 0 1 56 0 . 0 1 . 2 9
L P4 0 0 C I 2 0 . 9 5 0 . 9 5 3 . 0 3 . 0 1 . 4 1 . 4 1 7 1 7
2 . A . l . e . L a b o r a t o r y G r a d e W a t e r (L G W ) P r e p a r a t i o n
L a b o r a t o r y g r a d e w a t e r (L G W ) w a s p r e p a r e d i n t h e l a b f r o m a P u r e W a t e r S o l u t i o n s
(H i l l s b o r o u g h , N C ) s y s t e m t h a t p r e - f i l t e r s i n l e t 7 M Q d e i o n i z e d w a t e r t o 1 |x m , r e m o v e s r e s i d u a l
d i s i n f e c t a n t s
,
a n d r e d u c e s T O C t o l e s s t h a n 0 2 m g C / L u s i n g a n a c t i v a t e d c a r b o n r e s i n
A dd i t i o n a l ly , i t r e m o v e s i o n s t o 1 8 M Q w i t h a m ix e d b e d i o n - e x c h a n g e r e s i n s .
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2 . A . l . f . H A A 9 E x t r a c t i o n a n d A n a l y s i s a t U N C - C H
A f t e r t h e p r e s c r i b e d d i s i n f e c t i o n d o s e a n d w a t e r c o n t a c t t i m e , t h e C I 2 - a n d N H 2C l - t r e a t e d
w a t e r w a s t r a n s f e r r e d t o 4 0 m L v i a l s c o n t a i n i n g a b o u t 8 g r a i n s o f a m m o n i u m s u l f a t e
( (N H 4) 2 S 0 4 , g r a n u l a r , M a l l i n c k r o d t , P a r i s , K Y ) t o q u e n c h r e s i d u a l d i s in f e c t a n t . T h e g l a s s v i a l s ,
fi l l e d h e a d s p a c e - f r e e , w e r e t h e n c a p p e d w i t h o p e n - t o p p l a s t i c c a p s a n d P T F E - l i n e d s i l i c o n e
s e p t a . A f t e r m i x i n g t h e v i a l c o n t e n t s , t h e s am p l e s w e r e th e n s t o r e d i n a r e f r i g e r a t o r a t 4
° C p r i o r
t o e x t r a c t i o n
,
w h i c h t o o k p l a c e w it h in o n e w e e k o f q u e n c h i n g .
2 0 m L a l i q u o t s o f e a c h s a m p l e w e r e e x t r a c t e d f o r H A A 9 u s i n g a l i q u i d - l i q u i d e x t r a c t i o n
m e th o d w i t h m e t h y l ê r ^ b u t y l e t h e r ( > 9 9 . 9 9 % , O m n i S o l v M t B E , E M D C h e m i c a l s , D a r m s t a d t ,
G e r m a n y ) , d e r i v i t i z a t i o n w i t h d i a z o m e t h a n e , a n d a n a l y s i s b y g a s c h r o m a t o g r a p h y (G C ) o n a
H e w l e t t P a c k a r d 5 89 0 G a s C h r o m a t o g r a p h w i t h a n a u t o s a m p l e r /H P 7 67 3 i n j e c t o r , V a r i a n
F a c t o r F o u r D B - 1 C o l u m n : 3 0 m x 0 . 2 5 m m i n t e r n a l d i am e t e r ( i d ) x 1 ^ m fi l m t h i c k n e s s , a n d a n
E l e c tr o n C a p t u r e D e t e c t o r (E C D ) . T h e d a t a s y s t e m f o r t h e c o m p u t e r i s t h e H e w l e t t P a c k a r d
C h e m S t a t i o n (R e v . A 0 6 03 [ 5 09 ] ) s o ft w a r e . T h e c h r o m a t o g r a p h i c p e a k s h a d t o b e m a n u a l l y
in t e g r a t e d d u e t o i n c o n s i s t e n t b a s e l in e s . A d e t a i l e d d e s c r i p t i o n o f t h i s p r o c e d u r e i s p r e s e n t e d a s
a n SO P f o r t h i s m e t h o d i n t h e A p p e n d ix .
2 . A . l . g . H a l o g e n a t e d V o l a t i l e s E x t r a c t i o n a n d A n a l y s i s a t U N C - C H
T h e d i s i n f e c t e d (C I 2 - a n d N H 2C l - t r e a t e d ) w a t e r w a s t r a n s f e r r e d t o 6 0 mL g l a s s v i a l s
c o n t a i n i n g 1 . 4 m g o f L - a s c o r b i c a c i d (C e r t i fi e d A C S g r a d e , S i gm a , St . L o u i s , M O ) t o q u e n c h
r e s i du a l d i s i n f e c t a n t . T h e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d i n 6 0 m L g la s s v i a l s , fi l l e d h e a d s p a c e - f r e e , a n d
c a p p e d w i t h o p e n
- t o p p l a s t i c c a p s a n d P T F E
- l i n e d s i l i c o n e s e p t a . T h e s a m p l e s w e r e t h e n s t o r e d
in a r e fi - i g e r a t o r a t 4
° C p r i o r t o e x t r a c t i o n , w h i c h t o o k p l a c e t h e d a y a f t e r q u e n c h i n g
50
T h e s a m p l e s w e r e e x t r a c t e d f o r h a l o g e n a t e d v o l a t i l e s u s i n g a l i q u i d - l i q u i d e x t r a c t i o n
m e t h o d w i t h M t B E (> 9 9 99 % , O m n i S o l v M t B E , E M D C h e m i c a l s , D a r m s t a d t , G e r m a n y ) a n d
a n a l y z e d b y G C o n a H ew l e t t P a c k a r d G C 5 89 0 S e r i e s I I w i t h a n a u t o s am p l e r / a u t o t o w e r i n j e c t o r ,
H P - 1 (A g i l e n t T e c h n o l o g i e s , P a l o A l t o , C A ) c a p i l l a r y c o l u m n 30 m x 0 . 2 5 mm i d x 1 ji m fi l m
t h i c k n e s s
,
a n d a H e w l e t t - P a c k a r d M o d e l E C D . T h e a n a ly t e s i n c l u d e d i n t h i s e x t r a c t i o n m e t h o d
a r e a s f o l l o w s : T H M 4
,
b r o m o c h lo r o a c e t o n i t r i l e
,









1- t r i c h l o r o a c e t o n e
,
t r i c h l o r o a c e t o n i t r i l e
,
t r i c h l o r o m e t h a n e
,
a n d c h l o r a l h y d r a t e . H e w l e t t
P a c k a r d C h em S t a t i o n (R e v . A . 0 6 . 0 3 [5 0 9 ] ) s o ft w a r e w a s u s e d f o r a u t o m a t e d c h r o m a t o g r a p h i c
p e a k a n a ly s i s / in t e g r a t i o n O n l y t h e T H M 4 d a t a w e r e u s e d f o r t h i s r e p o r t A m o r e d e t a i l e d
a c c o u n t o f t h i s m e t h o d i s p r e s e n t e d a s a n SO P i n t h e A p p e n d ix
2
. A . l . h . T o t a l O r g a n i c H a l o g e n (T O X ) A n a l y s i s
T h e t r e a t e d w a t e r w a s q u e n c h e d f o r r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t u s i n g a s o l u t i o n o f 4 0 mg /m L
s o d i u m s u l fi t e (N 8 2 8 0 3 , a n h y d r o u s . C e r t i fi e d A C S g r a d e , EM S c i e n c e , G ib b s t o w n , N J) i n L G W
p e r 2 50 m L g l a s s a m b e r b o t t l e . T h e b o t t l e w a s fi l l e d h e a d s p a c e - f r e e , a n d c a p p e d w i t h o p e n - t o p
p l a s t i c c a p s a n d P T F E
- l i n e d s i l i c o n e s e p t a . T h e s a m p l e s w e r e t h e n s t o r e d i n a r e f r i g e r a t o r a t 4
° C
p r i o r t o T O X a n a ly s i s , w h i c h t o o k p l a c e w i t h i n t w o w e e k s o f q u e n c h in g
I m m e d i a t e l y b e f o r e T O X a n a l y s i s , t h e s a m p l e s w e r e b r o u g h t t o r o o m t e m p e r a t u r e a n d
p r e
- t r e a t e d w i t h 5 0 d r o p s o f c o n c e n t r a t e d s u l fi i r i c a c i d (H 2 S O 4 , C e r t i fi e d A C S P l u s , F i s h e r
S c i e n t i fi c
,
F a i r L a w n
,
N J) u s i n g a g l a s s P a s t e u r p ip e t t e . N e x t , 10 0 m L o f e a c h s a m p l e w a s
a d s o r b e d o n t o t w o g l a s s
-
p a c k e d c a r b o n c o l u m n s (2 m m I D , C P I I n t e r n a t i o n a l , S a n t a R o s a , C A )
t h a t w e r e c o n n e c t e d in s e r i e s u s i n g a n A D - 2 0 00 A d s o r p t i o n M o du l e M o de l # 8 90 - 16 1 (T e km a r
D o h r m a n
,
C i n c i n n a t i
,
O H ) . T h e s e c o n d c a r b o n c o l u m n w a s u s e d t o c a t c h a n y r e s i d u a l o r g a n i c
5 1
h a l o g e n (b r e a k t h r o u g h ) t h a t c o u l d n o t b e a d s o r b e d o n t o t h e f i r s t c a r b o n c o l u m n . B o t h c a r b o n
c o l u m n s w e r e f l u s h e d w i t h 2 m L o f a 5 , 0 0 0 m g N O aVL p o t a s s i u m n it r a t e (K N O 3 , C e r t i f i e d A C S
G r a d e
,
F i s h e r S c i e n t i f i c , F a i r L a w n , N J ) s o l u t i o n i n L G W t o r e m o v e in o r g a n i c h a l i d e s T h e
c a r b o n p a c k e d i n t h e c o l u m n w a s r e m o v e d a n d a n a l y z e d f o r T O X u s i n g a D X - 2 0 0 0 O r g a n i c
H a l i d e A n a l y z e r M o d e l # 8 9 0 - 1 6 2 (T e km a r D o h r m a n , C i n c i r m a t i , O H ) v i a c o m b u s t i o n a t 8 5 0
° C
t o v o l a t i l i z e t h e o r g a n i c h a l o g e n s , w h i c h w e r e t h e n m e a s u r e d u s i n g a c o l o u m e t r i c t it r a t i o n .
B e f o r e a n d a f t e r e a c h s e t o f s a m p l e a n a l y s i s t h a t w e r e a n a l y z e d a t o n c e , a n it r a t e b l a n k w a s
p r e p a r e d t o d e t e r m i n e t h e l e v e l o f b a c k g r o u n d T O X f r o m t h e r e a g e n t s , c a r b o n , a n d c a r r i e r g a s e s .
Qu a l i t y c o n t r o l f o r T O X w a s c a r r i e d o u t b y r u n n i n g c o m b u s t i o n c h e c k s o f g r a n u l a t e d
a c t iv a t e d c a r b o n (G A C ) p o w d e r a n d 2 fi L o f a 5 00 n g / |i ,L 2 , 4 , 6 - t r i c h l o r o p h e n o l s o l u t i o n i n j e c t e d
d i r e c t l y i n t o t h e b o a t . T h e c o l o u m e t r i c c e l l w a s a l s o m o n i t o r e d b y i n j e c t in g 5 î L o f a 2 0 0 n g
C V \i L s o d i u m c h l o ri d e (N a C l ) s o l u t i o n d ir e c t l y i n t o t h e c e l l a n d r u n n i n g c h e c k s t o t e s t t h e c e l l
'
s
r e c o v e r y . A c c e p t a n c e c r i t e r i a f o r b o t h t e s t s w e r e p e r c e n t a g e r e c o v e ri e s b e t w e e n 9 0 % a n d 1 10% .
I n o r d e r t o c h e c k t h e o v e r a l l p e r f o r m a n c e o f b o t h t h e T O X a d s o r p t i o n m o d u l e a n d a n a ly z e r , 5 0
m L o f L G W w a s sp ik e d w it h d i c h l o r o a c e t i c a c i d (D C A A ) t o g i v e a f i n a l D C A A c o n c e n t r a t i o n o f
10 0 |x g / L i n t h e w a t e r , w a s a d s o r b e d o n t o t h e c a r b o n c o l u m n s , a n d a n a ly z e d f o r T O X .
P e r c e n t a g e r e c o v e r y o f D C A A w a s c a l c u l a t e d t o b e o v e r 10 0 % . B a s e d o n t h i s r e s u l t , i t w a s
d e c i d e d t h a t r e c o v e r y t e s t s w i t h o t h e r H A A s o r T H M s w e r e n o t n e c e s s a r y F o r m o r e d e t a i l s o n
t h e s e p r o c e d u r e s , p l e a s e r e f e r t o t h e SO P l o c a t e d i n t h e a p p e n d i x
2 . A . l . i . T o t a l O r g a n i c C h l o r i d e (T O C l ) & T o t a l O r g a n i c B r o m i d e (T O B r ) A n a l y s i s
T h e w a t e r s am p l e s u s e d f o r th i s a n a l y s i s w e r e f r o m t h e s am e b o t t l e s th a t w e r e u s e d i n
T O X a n a l y s i s W h e n t h e s a m p l e s w e r e r e a d y f o r T O C l/ T O B r a n a l y s i s , t h e y h a d a l r e a d y
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u n d e r g o n e q u e n c h i n g a n d p r e - t r e a t m e n t w it h c o n c e n t r a t e d H 2 SO 4 (C e r t i f i e d A C S P l u s , F i s h e r
S c i e n t i f i c , F a i r L a w n , N J ) a s d e s c ri b e d in t h e T O X a n a l y s i s s e c t i o n .
5 0 m L o f e a c h s am p l e w a s a d s o r b e d o n t o t w o g l a s s - p a c k e d c a r b o n c o l u m n s a s d e s c ri b e d
f o r T O X . T h e d i f f e r e n c e in t h i s m e t h o d i s t h a t p r i o r t o s a m p l e c o m b u s t i o n , t h e a c i d s c r u b b e r v i a l
c o n t a i n i n g 8 0% H 2SO 4 f o r T O X a n a ly s i s w a s r e m o v e d a n d r e p l a c e d w i t h a s c r u b b e r v i a l
c o n t a i n i n g 7 m L o f L G W . O r g a n i c h a l o g e n s a r e v a p o r i z e d i n t o t h e i r h y d r o g e n h a l i d e s d u ri n g
c o m b u s t i o n a n d c o l l e c t e d a s h a l i d e s i n t h i s s c r u b b e r v i a l o v e r a p e r i o d o f 2 20 s e c o n d s . T o
p r e v e n t t h e v a p o r s f r o m c o n d e n s i n g o n t h e g l a s s c o m b u s t i o n t u b e t h a t i s e x p o s e d t o t h e a i r i n t h e
l a b
,
h e a t i n g t a p e m a i n t a in e d a t 10 0
°
C w a s a t t a c h e d t o t h e e x p o s e d a r e a . T h e c o n t e n t s o f t h i s
s c r u b b e r v i a l w e r e t r a n s f e r r e d t o a 2 0 m L g l a s s v i a l w i t h a n o p e n t o p p l a s t i c c a p w i t h a P T F E -
l i n e d s i l i c o n e s e p t a . 3 m L o f L G W w a s u s e d t o r i n s e t h e s c r u b b e r v i a l f o r r e s i d u a l s a m p l e a n d
t h e v o l u m e w a s t r a n s f e r r e d i n t o t h e c o r r e s p o n d i n g 20 m L g l a s s v i a l S a m p l e s w e r e s t o r e d i n a
r e f ri g e r a t o r a t 4
° C p ri o r t o a n a ly s i s b y i o n c h r o m a t o g r a p h y (I C )
Qu a l i t y c o n t r o l f o r m e a s u r i n g T O C l / T O B r w a s u n d e r t a k e n b y p e r f o r m i n g t h e s a m e c e l l
a n d c o m b u s t i o n c h e c k s a s d i s c u s s e d i n t h e p r e v i o u s s e c t i o n o n T O X a n a l y s i s ( s e c t i o n 2 A . l . h ) .
I n a d d i t i o n
,
m a t r i x a n d s c r u b b e r s p i k e s w e r e p e r f o r m e d o n s a m p l e s s e l e c t e d a t r a n d o m . F o r t h e
m a t ri x s p i k e s , p e n t a c h l o r o a c e t o n e (8 5% , A ld ri c h , S t . L o u i s , M O ) a n d (± ) l , 2 - d i b r o m o p r o p a n e
(9 5% , A l d ri c h , S t L o u i s , M O ) w e r e s p i k e d i n t o t h e s e l e c t e d w a t e r s a m p l e s t o g i v e a d e s i r e d
c o n c e n t r a t i o n a n d t h e n t h e s am p l e s w e r e a n a l y z e d a c c o r d i n g l y . S p i k i n g c o n c e n t r a t i o n s w e r e
d e t e r m i n e d b y a s s u m i n g t h a t h a l f o f t h e T O X v a l u e i s c h l o ri d e a n d t h e o t h e r h a l f i s b r o m i d e . T h e
t h e o r e t i c a l c h l o r i d e a n d b r o m i d e v a l u e s w e r e d o u b l e d b e c a u s e t h e m a t ri x s p i k e c o n c e n t r a t i o n s
s h o u l d b e a b o u t t w o t i m e s t h e e x p e c t e d v a l u e T h e a c c e p t a n c e c ri t e ri o n f o r t h e m a t ri x - s p i k e d
s a m p l e s w a s a p e r c e n t a g e r e c o v e r y g r e a t e r t h a n 6 0% . T h e s c r u b b e r s p i k e s u s e d 5 m L o f t h e 10
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m L T O C l/ T O B r s a m p l e s c o l l e c t e d f r o m t h e T O X a n a l y z e r , s e l e c t e d a t r a n d o m T h e s a m p l e s a r e
s p i k e d w it h 1 0 |j ,L o f a n i n o r g a n i c c h l o r i d e a n d b r o m i d e c a l i br a t i o n s t a n d a r d a t 1 00 m g / L , t o g i v e
a 2 0 0 p pm sp ik e c o n c e n t r a t i o n T h e n t h e s p i k e d s a m p l e w a s a n a l y z e d b y I C a n d p e r c e n t a g e
r e c o v e r y w a s c a l c u l a t e d T h e a c c e p t a n c e c r i t e r i o n f o r s c r u b b e r - s p i k e d s a m p l e s w a s a p e r c e n t a g e
r e c o v e r y g r e a t e r t h a n 6 5 % D e t a i l s o n t h e s e p r o c e d u r e s a r e in t h e SO P i n t h e A p p e n d i x .
A c a l i b r a t i o n c u r v e f o r C f a n d B r w a s p r e p a r e d p r i o r t o e a c h d a y o f s a m p l e a n a ly s i s
u s i n g t h e I C . A l l o f t h e s a m p l e s , i n c l u d i n g n i t r a t e b l a n k s , w e r e a n a l y z e d u s i n g a D i o n e x I o n
C h r o m a t o g r a p h (D i o n e x C o r p o r a t i o n , S u n n y v a le , C A ) w i t h a c o n d u c t i v i t y d e t e c t o r , A S - 14
a n a ly t i c a l c o l u m n a n d g u a r d c o l u m n (D i o n e x C o r p o r a t i o n , S u n n y v a le , C A ) , A M M S I I I - 4 m m
i o n s u p p r e s s o r (D i o n e x C o r p o r a t i o n , Su n n y v a l e , C A ) , a n d 2 5 0 ^ .L s a m p l e v o lu m e l o o p . T h e SO P
i s l o c a t e d i n t h e A pp e n d i x .
2 . B . G r o w t h I n h i b i t i o n A s s a y (G I A )
T h e m e t h o d s a n d p r o c e d u r e s i n t h i s s e c t i o n a r e g r o u p e d in t o t w o e x p e r i m e n t s e t s T h e
o b j e c t i v e o f t h e fi r s t s e t w a s t o u s e t h e G IA t o de t e r m i n e t h e g r o w t h i n h i b i t i v e e f f e c t s o f w a t e r
s a m p l e s t h a t u n d e r w e n t d i f f e r e n t t y p e s o f t r e a t m e n t p r o c e s s e s p r o d u c i n g a m i x t u r e o f D B P s i n
t h e m a t r i x . T h e s e w a t e r s a m p l e s w e r e p r e p a r e d f r o m U n i v e r s i t y L a k e (C a r r b o r o , N C ) th a t w a s
c o n c e n t r a t e d b y a 10 - f o l d f a c t o r u s in g a r e v e r s e o sm o s i s (R O ) m e mb r a n e . A S h i m a d z u T O C -
V c p h / T N M - 1 (Sh i m a d z u C o r p o r a t i o n , C o l u m b i a , M D ) w a s u s e d t o m e a s u r e a T O C
c o n c e n t r a t i o n o f 6 5 mg C / L . T h i s w a t e r t h e n u n d e r w e n t d i s i n f e c t i o n t r e a t m e n t .
T h e s e c o n d s e t o f e x p e r im e n t s i n v o l v e d d e t e r m i n in g t h e c o m b i n e d g r o w t h i n h i b i t i v e
e f f e c t s o n M 3 : 1 0 C u l t u r e M e d i a o f B r A A a n d l A A i n a c h l o r in a t e d R O c o n c e n t r a t e . A q u e s t i o n
w e w a n t e d t o a n s w e r w a s : d o e s t h e c o m b i n a t i o n o f t h e t w o c h e m i c a l s c a u s e a s y n e r g i s t i c o r
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a n t a g o n i s t i c e f f e c t o n t h e g r o w t h in h i b i t i o n o f t h e c e l l s ? T h e p r e p a r a t i o n o f t h i s e x p e r i m e n t i s
d e s c r i b e d i n t h e f o l l o w i n g s e c t i o n s .
2 . B . l . G I A E x p e ri m e n t S e t 1 M e t h o d s
2 . B . l . a . S a m p l e P r e p a r a t i o n a t U N C - C H
T a b l e 2 . 6 d i s p l a y s t h e s a m p l e s t h a t w e r e u s e d i n t h i s e x p e r i m e n t s e t , t h e i r d e s c r i p t i o n s ,
a n d t h e i r r e s p e c t i v e d o s e v o l u m e s . A 59 . 9 m g /L a s C I2 N a O C l (4 - 6 % , F i s h e r S c i e n t i f i c , F a i r
L a w n
,
N J) w a s u s e d t o c h l o r i n a t e t h e s a m p l e s a t a 5 : 1 r a t i o o f fr e e c h l o r i n e t o T O C
c o n c e n t r a t i o n . A 10 0 0 m g /L B r
"
s t o c k s o l u t i o n w a s p r e p a r e d fr o m g r a n u l a r s o d i u m b r o m i d e
(N a B r , C e r t i fi e d A C S g r a d e , F i s h e r S c i e n t i fi c , F a i r L a w n , N J) i n L G W a n d s t o r e d a t 4
° C . A
10 0 0 m g /L r s t o c k w a s p r e p a r e d f r o m g r a n u l a r s o d i u m i o d i d e (K I , E M S c i e n c e , G ib b s t o w n , N J)
i n L G W a n d s t o r e d a t 4 ° C . T h e s a m p l e s l i st e d i n T a b l e 2 6 w e r e a l l p r e p a r e d u s i n g R O
c o n c e n t r a t e d w a t e r e x c e p t f o r s a m p l e s
"




B r A A .
"
A f t e r t h e s a m p l e s w e r e p r e p a r e d ,
t h e y w e r e p l a c e d i n a d a r k c a b i n e t f o r 5 d a y s c o n t a c t t i m e w i t h t h e d i s i n f e c t a n t . A f t e r t h i s t i m e ,
t h e s a m p l e s w e r e m e a s u r e d f o r f r e e c h l o r i n e r e s i d u a l u s i n g a H a c h P o c k e t C o l o r i m e t e r T e s t K i t
(H a c h C o m p a n y , L o v e l a n d , C O ) a n d t h e f r e e c h lo r i n e D PD m e t h o d L - a s c o r b i c a c i d (C e r t i fi e d
A C S g r a d e , S i gm a , S t . L o u i s , M O ) w a s u s e d a s t h e q u e n c h i n g a g e n t t o r em o v e f r e e c h l o r i n e .
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T a bl e 2 5 G I A E x p e r i m e n t S e t 1 s am p l e s , d e s c r i p t i o n s , a n d t h e i r r e s p e c t i v e d o s e v o l u m e s
S a m p l e D e s c r ip t i o n
S a m p le T o t a l
V o l u m e (m L )
C I2 D o s e
V o l u m e
( j i L )
B r
"
D o s e
V o l u m e
(m L )
r D o s e
V o l u m e
(m L )
A s c o r b i c
A c i d A d d e d
(m g)
(A s c o r b i c
A c i d ]
(m g/ L )
3 2 5m g / L C I2 12 6 6 8 5 N A N A 4 2 3 33
SC B 10 m g /L B r
-
+ 3 2 5m g / L C l 2 12 6 6 8 5 1 2 6 N A 4 2 3 33
SC I 10 m g /L r + 3 2 5m g/ L C l 2 12 6 6 8 5 N A 1 2 6 37 2 94
P r e - C B
P r e - f o r m e d l Om g/ L B r
"
+
3 2 5m g / L C I2
12 6 6 8 5 1 2 6 N A 4 6 3 6 5
P r e - C I
P r e - f o r m e d 1Om g/ L I
'
+
3 2 5m g / L C I2
12 6 6 8 5 N A 1 2 6 4 5 3 57
L G W Q
14 5m g/ L C l2 +
~ 2 3 m g
a s c o r b i c a c i d i n L G W
4 0 9 7 N A N A 2 3 183
4 0C B r A A
4 0 % o f o r i g i n a l C s o l u t i o n +
B r A A
B r A A P o s i t i v e c o n t r o l
N O T E : N A = n o t a p p l i c a b l e
P r i o r t o s a m p l e p r e p a r a t i o n , t h e R O c o n c e n t r a t e d w a t e r w a s a d j u s t e d t o a n e u t r a l p H ( ~ 7 )
u s in g a 10 N s o l u t i o n o f s o d ii u n h y d r o x i d e ( N a O H , F i sh e r S c i e n t i fi c , F a i r L a w n , N J) a n d
c h e c k e d w i t h p H i n d i c a t o r s t r i p s (E M S c i e n c e , G ib b s t o w n , N J) . T h e s a m p l e s w e r e p r e p a r e d
a c c o r d i n g t o T a b l e 2 . 6 . A f t e r 5 d a y s o f c o n t a c t t i m e , t h e fr e e C I 2 r e s i d u a l w a s m e a s u r e d u s i n g a
H a c h P o c k fc t C o l o r i m e t e r T e st K i t (H a c h C o m p a n y , L o v e la n d , C O ) u s i n g t h e D PD m e t h o d A
1 : 1 0 d i l u t i o n o f e a c h s a m p l e w a s m a d e i n L GW T h e s am e d i l u t i o n f a c t o r o f R O w a t e r w a s
p r e p a r e d in L GW fo r t h e b l a n k T h e c o n c e n t r a t i o n o f f r e e c h l o r i n e i n t h e o r i g in a l s a m p l e w a s
d e t e r m in e d a n d t h e n t h e a p p r o p r i a t e a m o u n t o f a s c o r b i c a c i d n e e d e d t o q u e n c h t h e f r e e c h l o r i n e
w a s c a l c u l a t e d u s i n g t h i s e q u a t i o n ;
g
w t a s c o r b i c a c i d (m g ) =
w t o f C I 2 i n s o l u t i o n (m g ) 17 6 . 12
m o l
7 0
. 9 0 6 - ^
m o l
T h e q u e n c h i n g a g e n t r e a c t e d w i t h t h e d o s e d w a t e r s f o r a b o u t 5 m i n u t e s a f t e r w h i c h t h e f r e e
c h l o r i n e r e s i d u a l w a s m e a s u r e d a g a i n w i t h H a c h P o c k e t C o l o r i m e t e r T e s t K i t u s i n g t h e s am e
1 : 10 d i lu t i o n f a c t o r f o r t h e s a m p l e s a n d b la n k . O n c e n o r e s i du a l w a s d e t e c t e d , e a c h s a m p l e w a s
p o u r e d i n t o a 4 0 m L g l a s s a m b e r v ia l , w h i c h w a s fi l l e d h e a d s p a c e - f r e e , a n d c a p p e d w i t h o p e n -
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t o p p l a s t i c c a p s l i n e d w i t h P T F E s i l i c o n e s e p t a . T h e s a m p l e s w e r e s t o r e d a t 4
°
C u n t i l s a m p l e s
w e r e r e a d y t o b e p i p e t t e d o n t o t h e N C M 4 60 c e l l s i n t h e G I A .
T h e L G W Q s a m p l e w a s p r e p a r e d d i f f e r e n t ly t h a n t h e o t h e r s a m p l e s . T h e p u r p o s e o f t h i s
s a m p l e w a s t o d e t e r m in e t h e g r o w t h i n h i b i t i v e e f f e c t s o f a s i m u l a t e d r e s i d u a l fr e e c h l o r i n e
c o n c e n t r a t i o n t h a t h a d b e e n q u e n c h e d w i t h a s c o r b i c a c i d i n a w a t e r c o n t a i n i n g li t t l e t o n o o r g a n i c
c a r b o n . T h e c o n t a c t t i m e be t w e e n t h e d i s in f e c t a n t a n d t h e w a t e r w a s m i n i m a l A 40 mL a m b e r
v i a l w i t h w a s f i l l e d w i t h L G W 7 5% f u l l T h e w a t e r w a s d o s e d w i t h 9 7 ^ .L o f t h e 5 9 9 m g / m L a s
C I 2 N a O C l s t o c k s o lu t i o n s o t h a t t h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n i n 4 0 m L v i a l w a s 1 4 5 m g /L C I 2 . A b o u t
2 3 m g o f a s c o r b i c a c i d w a s a d d e d t o t h e s a m p l e a n d a l l o w e d t o r e a c t f o r 5 m i n u t e s 10 mL o f t h i s
s am p l e w a s d ir e c t l y m e a s u r e d f o r f r e e c h l o r i n e (D PD m e t h o d ) u s i n g t h e H a c h P o c k e t
C o l o r i m e t e r T e s t K i t t o b e 0 . 0 0 m g /L C I 2 . T h i s s a m p l e w a s s t o r e d a t 4
°
C u n t i l r e a d y t o f o r u s e i n
t h e G I A .
2 . B . l . b . G I A a t E P A i n R T P
,
N C
T h i s s e c t i o n d e t a i l s t h e p r o c e d u r e s f o r e a c h d a y o f t h e G IA , w h i c h t o o k p l a c e a t t h e
D e A n g e l o T o x i c o l o g y L a b a t t h e U . S . E P A in R T P , N C A l l p r o c e d u r e s w e r e p e r f o r m e d u n d e r a
b i o l o g i c a l s a f e t y h o o d .
O n t h e fi r s t d a y o f t h e G I A , t w o 10 m L , 2 5 c m
^
c e l l c u lt u r e fl a s k s (t i s s u e c u l t u r e t r e a t e d .
C o m i n g , S i g m a , S t L o u i s , M O ) c o n t a i n i n g N C M 4 6 0 (n o r m a l h u m a n c o lo n c e l l s ) , p a s s a g e 7 o n
0 4 /2 1/ 0 9
,
w e r e o b t a i n e d f r o m t h e i n c u b a t o r s e t a t 3 7 ° C a n d m o n i t o r e d f o r c o n s t a n t C O 2 a n d O 2
g a s c o n c e n t r a t i o n l e v e l s . T h e c e l l s w e r e g r o w n i n M 3 : 1 0 C u l t u r e M e d i a (IN C E L L C o r p o r a t i o n ,
Sa n A n t o n i o , T X ) . T h i s m e di a w a s d i s c a r d e d a n d t h e c e l l s w e r e r i n s e d w i t h 6m L o f p h o sp h a t e
b u f f e r e d s a l i n e (P B S ) s o l u t i o n , (C a
^ " " & M g
^ ' "
- fr e e
,
G i b c o
,
C a r l s b a d
,
C A ) . T h e P B S w a s t h e n
5 7
d i s c a r d e d a n d 6 m L o f T r y p s i n - E D T A (G i b c o , C a r l s b a d , C A ) w a s a d d e d t o e a c h fl a s k in o r d e r t o
p u l l t h e c e l l s o f f o f t h e b o t t o m o f t h e fl a s k . T h i s fl a s k w a s t h e n p l a c e d i n t h e i n c u b a t o r a t 3 7
° C
f o r a b o u t 1 5 m i n u t e s A f t e r 1 5 m i n u t e s
,
1 m L o f M 3 : 1 0 C u lt u r e M e d i a w a s a d d e d t o e a c h fl a s k
t o i n h ib i t T r y p s i n
- E D T A r e a c t i o n . T h e c e l l s a n d t h e m e d i a w e r e p i p e t t e d t o g e t h e r t o f u r t h e r
b r e a k a p a r t t h e c e l l s c lu m p s . T h e c e l l s a n d m e d i a f r o m b o t h fl a s k s w e r e t r a n s f e r r e d t o a 5 0 mL
s t e r i l e c u lt u r e t u b e (F i s h e r S c i e n t i f i c , F a i r L a w n , N J) a n d p l a c e d i n a c e n t r i f u g e a t 8 0 0 r p m a t
4
°
C f o r 5 m i n u t e s T h e s u p e r n a t a n t , t h e l a y e r o f m e d i a a b o v e t h e c e l l p e l l e t , w a s d i s c a r d e d 10
m L o f M 3 : 1 0 C u l t u r e M e d i a w a s a d d e d t o t h i s t u b e t o b r e a k u p t h e c e l l p e l l e t u s i n g r a p i d
p ip e tt i n g
T h e c e l l s w e r e c o u n t e d u s i n g a C o u l t e r P a r t i c l e C o u n t e r (B e c k m a n C o u l t e r , F u l l e r t o n ,
C A ) . A 1 : 1 00 d i l u t i o n o f t h e c e l l s u s p e n s i o n in I s o t o n s o l u t i o n (B e c k m a n C o u l t e r , F u l l e r t o n , C A )
w a s m a d e : 2 0 0 \i L o f t h e c e l l s u s p e n s i o n w a s p ip e t t e d i n t o 2 0 m L o f I s o t o n s o l u t i o n . T h i s c e l l
s o l u t i o n w a s c o u n t e d t w i c e a t v o l u m e s o f 0 5 m L e a c h . P r i o r t o c e l l c o u n t i n g , a b a c k g r o u n d c e l l
c o u n t w a s p e r f o r m e d 3 t im e s u s i n g j u s t t h e i s o t o n s o l u t i o n . T h e r e s u l t s f r o m c e l l q u a n t i f i c a t i o n
c a n b e f o u n d i n T a b le 2 . 7 .
T a b l e 2 . 7 C e l l q u a n t i fi c a t i o n .
R u i i #
S a m p le V o l u m e
(m L )
# o f
C e l l s
B a c k g r o u n d 1 0 5 3 1
B a c k g r o u n d 2 0 5 2 0
B a c k g r o u n d 3 0 5 3 5
B a c k g r o u n d
A v e r a g e
2 8 . 7
S a m p l e 1 0 5 3 8 5 4
S a m p l e 2 0 5 4 2 4 8
S u m T o t a l 8 1 0 2
^ n d
T h e c e l l c o u n t s f o r t h e V a n d 2
"
s a m p l e s r u n s w e r e a d d e d t o g e t h e r t o g e t th e n u m b e r o f c e l l s i n
5 8
1 m L . T a k i n g i n t o a c c o u n t t h e 1 : 1 0 0 d i l u t i o n f a c t o r , t h e o r i g i n a l c o n c e n t r a t i o n o f c e l l s i s e q u a l
t o :
U 02 c e l l s 10 0
„ , ^ , ^ 5 c e l l s
• = 8 . 10 x 1 0
m L 1 m L
N e x t
,
t h e c e l l s w e r e e x a m i n e d f o r t h e i r v i a b i l i t y , w h i c h i s b a s i c a l l y d e t e r m in i n g t h e
p e r c e n t a g e o f l i v e c e l l s i n t h e c e l l s u sp e n s i o n 0 . 2 m L o f t h e c e l l s u s p e n s i o n w a s a d d e d t o 0 8 mL
o f t r y p a n b lu e , a d y e (0 . 4 % , S i g m a , S t . L o u i s , M O ) T h i s m i x t u r e w a s p i p e t t e d o n a
h e m o c y t o m e t e r (H a u s s e r S c i e n t i f i c , H o r s h a m , P A ) s o t h a t t h e c e l l s c o u l d b e c o u n t e d o n a
m i c r o s c o p e (N i k o n I n s t r u m e n t s I n c , M e l v i l l e , N Y ) f o r v i a b i l i t y . C e l l s t h a t a r e d y e d b lu e a r e
d e a d w h i l e w h i t e c e l l s a r e l i v e . T h e r e su lt s f o r c e l l v i a b i l i t y a r e d i s p l a y e d i n T a b l e 2 8 .
T a b l e 2 8 C e l l v i a b i l i t y d e t e r m i n a t i o n .
L i v e C e l l s
D e a d C e l l s
T o t a l
% V i a b l e C e l l s




7 6 5 x 10
^
T h e v o l u m e o f c e l l s u s p e n s i o n t o p r o v i d e r o u g h l y 1 x 1 0
^
c e l l s f o r a 9 6 - w e l l m i c r o p l a t e w a s
d e t e r m i n e d i n t h e f o l l o w i n g w a y :
( 7 . 6 5 X 1 0
*
v ia b l e c e l l s ]
-
m L J
l O m L = 7 . 6 5 x 10
*
v i a b l e c e l ls
7
.
6 5 X 10
^




v i a b l e c e l l s
8 p l a t e s p l a t e
l Om L c e l l s u s p e n s i o n _ 1 . 2 5 m L c e l l s u s p e n s io n
8 p l a t e s p la t e
E a c h p l a t e r e q u i r e s 2 0 m L o f a c e l l s u s p e n s i o n a n d M 3 : 10 C u l t u r e M e d i a , s o 1 8 . 7 5 m L o f M 3 : 1 0
C u l t u r e M e d i a w a s p i p e t t e d t o b r i n g t h e 1 2 5 mL c e l l s u s p e n s i o n s o l u t i o n t o 2 0 m L . T h i s w a s
5 9
d o n e f o r e a c h o f t h e 8 p l a t e s . N e x t , t h e 2 0 m L c e l l s u s p e n s i o n s o l u t i o n w a s p ip e t t e d t o a 9 6 - w e l l
m i c r o p l a t e ( t i s s u e c u l t u r e t r e a t e d . M o l e c u l a r D e v i c e s , Su i m y v a l e , C A ) a t a l i q u o t s o f 2 0 0 \i L p e r
w e l l T h e fi r s t c o lu m n o f w e l l s f o r e a c h m i c r o p l a t e w a s r e s e r v e d f o r a b a c k g r o u n d c o n t r o l , s o i t
w a s l e f t e m p t y O n c e t h e m i c r o p l a t e s w e r e fi l l e d w i t h t h e c e l l s o l u t i o n , t h e y w e r e p l a c e d i n t h e
in c u b a t o r a t 3 7 ° C m a i n t a i n i n g c o n s t a n t C O 2 a n d O 2 g a s c o n c e n t r a t i o n s o v e r n i g h t
O n t h e s e c o n d d a y o f t h e a s s a y , t h e c h l o ri n a t e d w a t e r s am p l e s w e r e m e a s u r e d f o r f r e e
c h l o ri n e r e s i d u a l u s i n g t h e D P D m e t h o d w i t h t h e H a c h P o c k e t C o l o r i m e t e r T e s t K i t (H a c h ,
L o v e l a n d , C O ) , q u e n c h e d w i t h t h e a p p r o p r i a t e a m o u n t o f L - a s c o r b i c a c i d (C e r t i fi e d A C S g r a d e ,
S i gm a , S t . L o u i s , M O ) a t U N C - C H , a n d t r a n s p o r t e d t o t h e E PA i n a c o o l e r w i t h i c e . I n st e a d o f
u s i n g a l i q u i d g r o w t h m e d ia s u c h a s t h e M 3 : 1 0 C u l t u r e M e d i a , a d r y m e d i a w a s u s e d t o k e e p t h e
T O C c o n c e n ti a t i o n o f t h e w a t e r c l o s e t o t h e o r i g i n a l c o n c e n t r a t i o n T h e d r y m e d i a . M i n i m a l
E s s e n t i a l M ed i u m (M E M , G I B C O , C a r l s b a d , CA ) w a s p r e p a r e d i n t h e f o l l o w i n g w a y : t o 1 8 mL
o f a s a m p l e , 1 9 0 m g o f M E M , 4 4 m g o f N a H C O s (A l d r i c h , S t L o u i s , M O ), 2 m L o f l Ox SM X
g r o w t h f a c t o r c o n c e n t r a t e (I N C E L L C o r p o r a t i o n , S a n A n t o n i o , T X ) , 2 0 0 \i L o f a n t ib i o t i c
P e n / S t r e p L
- G lu t (G I B C O , C a ri s b a d , C A ) , a n d 8 8 ^ L o f 2 50 \i g /m L fi i n g i z o n e (A m p h o t e r i c i n B ,
G i b c o , C a r l sb a d , C A ) w a s a d d e d . T h e c o n t e n t s w e r e m i x e d t h o r o u g h l y u s i n g a v o r t e x a n d t h e n
a dj u st e d t o a pH ~ 7 . 4 . N e x t , 2 m L o f f e t a l b o v i n e s e r u m (F B S , I N C E L L C o r p o r a t i o n , S a n
A n t o n i o
,
T X ) w a s a d d e d t o e a c h s am p l e P r e p a r a t i o n u s i n g t h e M E M m e d i a w a s o n l y u s e d f o r
s a m p l e s c o n t a i n i n g t h e R O c o n c e n t r a t e d w a t e r (C , S C B , S C I , P r e - C B , a n d P r e - C I ) a n d t h e
L GW Q s a mp l e . T h e m a t r i x f o r t h e 4 0C B r A A s a m p l e w a s p r e p a r e d b y m a k i n g a 4 0 % d i lu t i o n
o f s a m p l e C w i t h M 3 : 10 C u l t u r e M e d i a a n d 2 jx g /m L f u n g i z o n e (A mp h o t e r i c i n B , G ib c o ,
C a r l s b a d , C A ) . S a m p l e B r A A u s e d a m a t ri x c o n t a i n i n g M 3 : 10 C u l t u r e M e d i a (IN C E L L
C o r p o r a t i o n , S a n A n t o n i o , T X ) a n d 2 î g /m L f u n g i z o n e (A m p h o t e r i c i n B , G i b c o , C a r l sb a d , C A ) .
6 0
A l l o f t h e 8 s a m p l e s w e r e fi l t e r e d u s i n g a s t e ri l e , d i s p o s a b l e 0 22 ^ im p o r e s i z e v a c u u m
fi l t e r u n i t (N a l g e n e , T h e rm o F i s h e r S c i e n t i fi c , R o c h e s t e r , N Y ) .
T a b le 2 . 9 s h o w s t h e s e r i e s o f d i l u t i o n s t h a t w e r e p r e p a r e d f o r e a c h o f t h e s a m p l e s C , S C
B
, S C I , P r e - C B , P r e - C I , a n d L G W Q a n d t h e fi n a l T O C c o n c e n t r a t i o n p e r d i l u ti o n o f t h e
s am p l e .
T a b l e 2 9 D i l u t i o n s o f s a m p l e s p r e p a r e d f o r e a c h m i c r o p l a t e i n G IA E x p e r i m e n t S e t 1
% o f T o t a l
Sa m p l e









C o n t r o l
B k g
N O T
V o lu m e o f
S a m p l e
N e e d e d












V o l u m e o f M 3 : 1 0
m e d i a + 2 fi g / m L
F u n g i z o n e







2 . 8 5
T o t a l V o l u m e
o f D i l u t e d
S a m p l e p e r













F i n a l T O C












" = B a c k g r o u n d
A 2 M B r A A s t o c k s o l u t i o n w a s p r e p a r e d a n d d i l u t e d t o a 2 x 1 0
"
M B r A A w o r k i n g
s o l u ti o n
,
w h i c h w a s u s e d t o sp ik e B r A A i n t o t h e 4 0 C B r A A a n d B r A A (p o s it i v e c o n t r o l )
s am p l e s T a b l e 2 . 1 0 s h o w s t h e c o n c e n t r a t i o n s o f B r A A t h a t w e r e u s e d i n e a c h c o l u m n o f e a c h
w e l l p l a t e f o r t h e d i f f e r e n t fi l t e r e d w a t e r s a m p l e s + m e d i a .
6 1
T a b l e 2 10 D i l u t i o n s o f B r A A p r e p a r e d f o r s a m p l e s 4 0 C B r A A a n d B r A A i n G IA E x p e r i m e n t
S e t l
[B A A l (M )
[B r A A ]
(m g / L )
V o l u m e o f 2 x 1 0
^
M B r A A s o l u t i o n
(j i L )
V o l u m e o f
M 3 : 1 0 m e d i a +
2 (Xg / m L
f u n g i z o n e (m L )
T o t a l V o l u m e
(m L )
V o l u m e o f
S a m p l e p e r W e l l
( m L )
B k g B k g 0 0 0 0
Co n t r o l C o n t r o l 0 2 (M 3 : 10 o n ly ) 0 2
1 0 0 x 1 0
" '
0 . 14 0 2
7^
5 0 0 x 1 0 0 . 7 0 0 2
8 0 0 x 10
"
'
1 1 1 1 9 9 0 2
1 0 0 x 10
"
-
1 3 9 10 1 99 0 2
2 0 0 x 10
"
-
2 7 8 2 0 1 9 8 0 2
3 . 0 0 x 10 4 . 1 7 3 0 1 9 7 0 2
T
"
4 0 0 x 10 5 . 5 6 4 0 1 9 6 0 2
5 0 0 x 10
"
6 9 5 5 0 1 . 9 5 0 2
6 0 0 x 10 8 34 6 0 1 94 0 2
1 0 0 x 10 13 9 10 0 1 . 9 0 0 2
N O T E :
"
B k g
" = B a c k g r o u n d
Wh e n t h e d i l u t i o n s f o r a l l 8 s a m p l e s w e r e r e a d y t o b e d o s e d o n t o t h e c e l l s , t h e m i c r o p l a t e s w e r e
r em o v e d fr o m t h e in c u b a t o r a n d t h e c u lt u r e m e d i a i n e a c h w e l l w a s r e m o v e d b y i n v e r t i n g t h e
p l a t e o v e r s t e r i l e g a u z e E a c h d i l u t i o n w a s p i p e t t e d t o e a c h c o l u m n o n t h e m i c r o p l a t e in o r d e r o f
i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n . T a b l e 2 . 1 1 s h o w s h o w t h e d i lu t i o n s a r e a r r a n g e d o n t h e 9 6
- w e l l
m i c r o p l a t e s f o r s a m p l e s C , S C B , S C I , P r e - C B , a n d P r e - C I . T h e t o p l i n e de s i g n a t e s t h e T O C






r e p r e s e n t s t h e v o l u m e o f s a m p l e i n m L p e r
w e l l
T a b l e 2 12 s h o w s h o w t h e d i l u t i o n s a r e a r r a n g e d o n t h e m i c r o p l a t e f o r t h e L G W Q
s a mp l e . T h e t o p r o w i n d i c a t e s t h e p e r c e n t a g e a t w h i c h t h e o r i g i n a l s o l u t i o n w a s d i l u t e d a n d
h e n c e t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e s a m p l e i n t h a t c o l u m n T a b l e 2 . 13 s h o w s h o w t h e d i l u t i o n s a r e
a r r a n g e d o n t h e m i c r o p l a t e f o r t h e 4 0 C B r A A a n d B r A A s am p l e s . N o s am p l e w a s a d d e d t o t h e
b l a n k o r c o n t r o l c o lu m n s , b u t M 3 : 10 C u l t u r e M e di a a n d 2 \i g l m L f u n g i z o n e w e r e a d d e d i n s t e a d
a t a v o l u m e o f 0 . 2 m L p e r w e l l . O n c e a l l o f t h e 8 m i c r o p l a t e s w e r e d o s e d a p p r o p r i a t e ly , t h e
6 2
p l a t e s w e r e e a c h c o v e r e d w i t h A l u m n a - S e a l f o i l (R P I C o r p . , M t . P r o s p e c t , I l l i n o i s ) a n d p l a c e d i n
t h e i n c u b a t o r a t 3 7
°
C f o r 7 2 h o u r s a t c o n s t a n t C O 2 a n d O 2 g a s c o n c e n t r a t i o n s .
T a b l e 2 . 1 1 A r r a n g e m e n t o f d i lu t i o n s f o r s am p l e s C , S C B , S C I , P r e - C B , a n d P r e - C I o n a 9 6 - w e l l
m i c r o p l a t e
T O C C o n c e n t r a t i o n s i n E a c h W e l l (m g C / L )
B l a n k C o n t r o l 0 . 3 0 . 6 12 23 29 3 5 46 5 8
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
Ta b l e 2 12 A r r a n g e m e n t o f d i l u t i o n s f o r s a m p l e L GW Q .
P e r c e n t a ge o f S a m p l e C i n E a c h W e l l
B l a n k C o n t r o l 0 . 5% 1 % 5 % 10 % 2 0 % 4 0 % 5 0 % 60 % 8 0 % 1 00 %
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
T a b le 2 . 1 3 A r r a n g e m e n t o f d i l u t i o n s f o r s a m p l e s 4 0 C B r A A a n d B r A A .
B r A A C o n c e n t r a t i o n i n E a c h W e l l ( M )
B l a n k C o n t r o l 1 00 x 1 0
- °
S .OOx l O
- *
S- OOx l O
- *
1 . 00 x 1 0
- ' 2. 0 0 x 10
- ' 3 . 0 0 x 1 0
- ' 4 . 0 0 x 10 ' 5 . 0 0 x 10 ' 6 0 0 x 10 ' 1 . 00 x 10 "
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
O n t h e s i x t h d a y o f t h e G I A e x p e r im e n t , t h e p l a t e s w e r e r em o v e d fr o m t h e i n c u b a t o r a n d
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t h e s a m p l e d o s e s w e r e d i s c a r d e d b y i n v e r t i n g t h e p l a t e s o v e r s t e r i l e g a u z e . T h e w e l l s w e r e
w a s h e d w i t h 2 0 0 ^ .L P B S . T h e n c e l l s i n t h e w e l l s w e r e f i x e d w i t h 1 00 [x L o f 10 0 % m e t h a n o l
(F i sh e r S c i e n t i fi c , F a i r L a w n , N J ) f o r 2 0 m i n u t e s T h e m e t h a n o l w a s r e m o v e d a n d 10 0 n L o f 1%
c r y s t a l v i o l e t (G ib c o , C a r l s b a d , C A ) i n 10 0 % m e t h a n o l w a s a d d e d t o e a c h w e l l . A f t e r 2 0
m i n u t e s
,
t h e p la t e s w e r e r i n s e d u n d e r c o l d r u n n i n g w a t e r u n t i l n o c o l o r i n t h e r in s e w a t e r w a s
s e e n w h e n t h e p l a t e s w e r e in v e r t e d a n d t a p p e d o v e r b l o t t i n g p a p e r T h e p l a t e s w e r e t a p p e d t o
r e m o v e e x c e s s w a t e r . 5 0 \i L o f d im e t h y l s u l f o x i d e (D M SO , 9 9 + %) , C e r t i f i e d A C S G r a d e , S i gm a
A ld r i c h
,
S t . L o u i s
,
M O ) w a s a d d e d t o e a c h w e l l . T h e p l a t e s w e r e c o v e r e d i n f o i l a n d p l a c e d o n a
r o t a t in g s h a k e r f o r 3 0 m i n u t e s . D M SO p u l l s t h e c r y s t a l v i o l e t d y e o f f t h e c e l l s t h a t w e r e s t i l l
a l i v e a ft e r t h e d o s in g . T h e p l a t e s w e r e p l a c e d i n t o a W a l l a c V i c t o r 1 4 2 0 M u l t i l a b e l C o u n t e r





c . H A A 9 E x t r a c t i o n a t U N C - C H
S a m p l e s C , S C B , S C I , P r e - C B , a n d P r e - C I w e r e a l s o e x t r a c t e d f o r H A A 9 w i t h i n o n e
w e e k o f q u e n c h i n g I n o r d e r t o e n s u r e t h a t t h e s a m p l e s f e l l w it h in t h e d e t e c t i o n r a n g e o f t h e
G C /E C D
,
e a c h s a m p l e w a s d i l u t e d 1 : 1 0 a n d 1 :2 in d u p l i c a t e b e f o r e e x t r a c t i o n T h e o r i g i n a l ,
u n d i l u t e d s a m p l e s w e r e a l s o e x t r a c t e d , e x c e p t i n t h e c a s e f o r s a m p l e C . T h e i n s t r u m e n t a t i o n a n d
p r o c e d u r e f o r t h i s m e t h o d w a s t h e s am e a s d e s c r i b e d i n t h e C CWD m e t h o d s s e c t i o n a n d i n t h e
SO P (A p p e n d i x ) . T h e o n l y m a j o r d i f f e r e n c e w a s t h a t t h e r e w e r e t w o a d d i t i o n a l c a l i b r a t i o n p o i n t s
f o r C l A A a t c o n c e n t r a t i o n s o f 6 0 0 jLi g / L a n d 12 0 0 ii g / L . T h e c h r o m a t o g r a p h i c p e a k s w e r e
m a n u a l l y in t e g r a t e d du e t o i n c o n s i s t e n t b a s e l in e s a n d t a bu la t e d in a n E x c e l s p r e a d s h e e t .
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2 . B . 2 . G I A E x p e r i m e n t S e t 2 M e t h o d s
S am p l e C w a s p r e p a r e d a g a i n f o r t h i s e x p e r i m e n t s e t i n t h e s a m e m a n n e r a s i t w a s
p r e p a r e d i n G I A E x p e r i m e n t S e t 1 . T h e s a m p l e s t e s t e d i n t h i s e x p e r im e n t s e t w e r e s a m p l e C ,
4 0 C B r A A
,
4 0C l A A
,
4 0C B r A A & l A A
,
a n d 4 0C B r A A & l A A (0 . 5 x ) . A l l s a m p l e s w e r e r u n i n




i n d i c a t e s t h a t t h e m a t r i x
f o r e a c h s a m p l e w a s a 4 0 % s o lu t i o n o f s a m p l e C .
F o r 4 0 C B r A A a n d 4 0 C l A A
,
t h e s e r i e s o f d i l u t i o n s t h a t w e r e m a d e f o r e a c h s a m p l e w e r e
p r e p a r e d a t t h e s a m e c o n c e n t r a t i o n s d i s p l a y e d i n T a b l e 2 . 13 f o r e a c h s p e c i e s F o r t h e 4 0 C B r A A
& l A A s a m p l e , B r A A a n d l A A w e r e sp i k e d i n t o t h e s am e m a t r i x e a c h a t t h e c o n c e n t r a t i o n s
d i s p l a y e d i n T a b l e 2 . 1 3 .
T h e 4 0 C B r A A & l A A (0 . 5 x ) s a m p l e w a s p r e p a r e d d i f f e r e n t l y W o r k i n g s o l u t i o n s o f
1 . 0 x 1 0
' ^ M B r A A a n d 1 0 x 1 0
" ^ M l A A w e r e u s e d t o p r e p a r e t h e s e r i e s o f B r A A a n d l A A m i x t u r e
s o l u t i o n s . I n o r d e r t o p r e p a r e a s e r i e s o f d i l u t i o n s t h a t c o n t a i n e d a m i x t u r e o f B r A A a n d l A A ,
e a c h c h e m i c a l w a s s p i k e d a t h a l f o f t h e c o n c e n t r a t i o n t h a t w a s u s e d i n t h e 4 0C B r A A s a m p l e




2 . 5 x 10
' ^ M
,
4 . 0 x 1 0
" ^ M
, 5 . 0 x 10
" ^ M
, 1 . 0 x 10
" ^
M , l . S x l Q
- ^ M
,
2 . 0 x 10
- ^
M , 2 . 5 x 10
" '
M ,
3 0 x 10
" ' M
,
a n d 5 . 0 x 1 0
" ' M o f e a c h B r A A a n d l A A . T h e d i lu t i o n s w e r e a r r a n g e d i n o r d e r o f
i n c r e a s i n g c o n c e n t r a t i o n f o r e a c h c o l u m n o n t h e m i c r o p l a t e .
T h e G I A e x p e r i m e n t w a s p r e p a r e d i n t h e s a m e w a y a s d e s c r i b e d i n t h e p r e v i o u s
e x p e r i m e n t s e t : t h e c e l l s w e r e p l a t e d o n t o t h e 9 6 - w e l l m i c r o p l a t e s a n d h e l d o v e r n i g ht i n a n
i n c u b a t o r
,
a s e r i e s o f d i lu t i o n s w a s p r e p a r e d f o r e a c h s a m p l e , t h e c e l l s w e r e d o s e d a n d h e l d f o r 3
d a y s i n t h e i n c u b a t o r , a n d t h e n t h e a b s o r b a n c e o f t h e c e l l s w a s r e a d a t 6 0 0 n m u s i n g a W a l l a c
V i c t o r 14 2 0 M u lt i l a b e l C o u n t e r (P e r k i n E l m e r W a l l a c I n c . , G a i t h e r s b u r g , M D ) . R e s u l t s w e r e
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c a l c u l a t e d a n d g r a p h e d u s i n g E x c e l .
2 . C . E x p e r i m e n t s w i t h C h l o r a m i n a t e d S a m p l e s
T h e e x p e r i m e n t d e s c r i b e d i n t h i s s e c t i o n w a s d e s i g n e d t o s e e w h e t h e r o r n o t t h e p r o d u c t s
o b t a i n e d f r o m q u e n c h i n g t h e d i s i n f e c t a n t c a u s e d g r o w t h i n h i b i t i v e e f f e c t s o n t h e s e c e l l s . T h e
r e s u l t s w o u l d i n d i c a t e w h e t h e r o r n o t a p p r o p r i a t e q u e n c h i n g t e c h n i q u e s w e r e a v a i l a b l e f o r v i a b l e
u s e o f t h e G I A .
I n o r d e r t o e f f e c t iv e l y p e r f o r m t h i s e x p e r i m e n t , p r e - f o r m e d s o l u t i o n s o f c h l o r i n e a n d
c h l o r a m i n e w i t h a d d e d a s c o r b i c a c i d a t n e a r s t o ic h i o m e t r i c d o s e s t o q u e n c h t h e d i s i n f e c t a n t w e r e
p r e p a r e d a n d t h e n a d d e d t o t h e R O
- c o n c e n t r a t e d w a t e r (T O C = 6 5 m g C / L ) . T h e s e s a m p l e s w e r e
n a m e d
" W l " a n d " W 2
,
"
r e s p e c t i v e l y .
S a m p l e W l w a s p r e p a r e d i n t h e f o l l o w in g w a y :
1 2 m L o f a 2 3 m g /m L C I 2 s o l u t i o n o f N a O C l w a s p l a c e d i n t o a g l a s s v i a l a l o n g w i t h 1 32
m g o f a s c o r b i c a c i d . T h i s q u e n c h i n g p r o c e s s w a s a l l o w e d t o r e a c t f o r a b o u t 5 m i n u t e s
u n d e r a v e n t i l a t e d h o o d T h e a s c o r b i c a c i d m a s s w a s d e t e r m i n e d u s i n g t h e e q u a t i o n o n
p a g e 5 6 .
2 . 10 0 m L o f t h i s q u e n c h e d s o lu t i o n w a s p l a c e d i n 10 mL o f L G W a n d m e a s u r e d f o r f r e e
c h l o r i n e u s i n g t h e D PD m e t h o d w i t h t h e H a c h P o c k e t C o l o r i m e t e r T e s t K i t .
3 I f t h e r e a d in g w a s 0 . 0 0 m g /L C I 2 , t h e n 1 4 5 |x L o f t h e q u e n c h e d s o lu t i o n w a s p l a c e d i n a
4 0 m L g l a s s a mb e r v i a l , a f t e r w h i c h t h e v i a l w a s fi l l e d h e a d s p a c e - f r e e w i t h t h e R O w a t e r
a n d i n v e rt e d 3 t i m e s t o m i x t h e c o n t e n t s . T h i s s a m p l e c o n t a i n s 3 2 5 m g / L C I 2 a n d 9 32
m g /L a s c o r b i c a c i d .
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4 . T o e n s u r e t h a t t h e q u e n c h i n g r e a c t i o n w a s su c c e s s f u l , t h e s o l u t i o n d e s c r i b e d i n # 3 w a s
d i l u t e d 1 : 1 0 0 a n d 1 : 1 0 a n d t h e d i l u t i o n s w e r e m e a s u r e d f o r f r e e c h l o r i n e u s i n g t h e D PD
m e t h o d w it h t h e H a c h K i t . B o t h d i l u t i o n s r e su l t e d i n 0 . 0 0 m g /L C I 2 f r e e c h l o r i n e
r e a d i n g s
S am p l e W 2 w a s p r e p a r e d s i m i l a r l y ; h o w e v e r , a c h l o r a m i n e s o l u t i o n w a s p r e p a r e d fi r s t
T h e c h l o r a m i n e s o l u t i o n w a s p r e p a r e d u s in g a p r e f o r m e d m e t h o d , w h i c h w a s d e s c r i b e d i n
s e c t i o n 1 . A 2 o f t h i s r e p o r t . A 1 : 1 0 , 0 0 0 d i l u t i o n o f t h a t c h l o r a m i n e s o l u t i o n w a s m e a s u r e d f o r
t o t a l c h l o r i n e u s i n g t h e D P D m e t h o d w i t h t h e H a c h K i t t h r e e t i m e s , r e s u l t i n g i n a n a v e r a g e t o t a l
c h lo r i n e c o n c e n t r a t i o n o f 5 0 6 7 m g /L a s C I 2 . A v e r a g e f r e e c h l o r i n e c o n c e n t r a t i o n in t h e o r i g in a l
c h l o r a m i n e s o lu t i o n w a s d e t e r m i n e d t o b e 2 0 0 m g /L C I 2 , w h i c h i s a b o u t 4% o f t h e t o t a l c h l o r i n e
c o n c e n t r a t i o n o f t h i s s o lu t i o n i n d i c a t i n g t h a t t h e c h l o r a m i n e s o l u t i o n c o u l d b e u s e d f o r t h i s
e x p e r i m e n t S a m p l e W 2 w a s p r e p a r e d b y r e a c t i n g 4 m L o f t h e p r e f o r m e d c h l o r a m i n e s o l u t i o n
w i t h 6 5 m g o f a s c o r b i c a c i d A f t e r 5 m i n u t e s , t h i s s o l u t i o n
'
s t o t a l c h l o r i n e c o n c e n t r a t i o n w a s
m e a s u r e d w i t h a 1 : 1 0 0 di l u t i o n i n L G W u s i n g t h e H a c h K i t . T h e r e s u l t i n g r e a d i n g i n d i c a t e d t h a t
t h e r e w a s s t i l l 1 m g / L a s C I 2 o f r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t i n t h e o r i g i n a l , s o a n a d d i t i o n a l 2 0 m g o f L -
a s c o r b i c a c i d w a s a d d e d t o t h a t s o l u t i o n . A f t e r a n o t h e r 5 m i n u t e s , a 1 : 1 0 0 d i l u t i o n i n L G W o f
t h i s s o lu t i o n w a s m e a s u r e d a g a in f o r t o t a l c h l o r i n e u s i n g t h e H a c h K i t . T h e r e a d i n g i n d i c a t e d t h a t
t h e r e w a s 0 0 0 m g /L a s C I 2 i n t h e s a m p l e . 2 6 m L o f t h i s q u e n c h e d N H 2C I s a m p l e w a s a d d e d t o
4 0 mL o f R O w a t e r i n a g l a s s a m b e r v i a l , h e a d s p a c e f r e e . T o t a l c h l o r i n e w a s m e a s u r e d a g a i n o n
a 1 : 1 0 d i l u t i o n o f t h e s a m p l e u s i n g t h e D P D /H a c h K i t m e t h o d a n d t h e r e s u l t i n g r e a d i n g w a s 0 . 0 0
m g / L a s C I 2 . W 2 c o n t a i n e d 32 5 m g /L a s C I 2 o f N H 2C I a n d 14 0 m g /L o f a s c o r b i c a c i d
P o s s i b l e p r o d u c t s o f q u e n c h i n g c h l o r i n e a n d c h l o r a m i n e r e s i d u a l s c a n b e s e e n i n F i g u r e
2 1 a n d F i g u r e 2 2 . T h e s e fi g u r e s a r e o n l y i n t e n d e d f o r v i s u a l i z i n g w h e r e o n t h e a s c o r b i c a c i d
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mo l e c u l e t h e r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t s m a y r e a c t A s s e e n i n F i g u r e 2 . 1 , t h e r e a c t i o n b e t w e e n
a s c o r b i c a c i d a n d c h l o r i n e i s a r e d o x r e a c t i o n C h l o r i n e a p p e a r s a s h y p o c h l o r o u s a c i d (H O C l ) i n
t h e p r e s e n c e o f w a t e r O n e m o l e o f a s c o r b i c a c i d r e a c t s w i t h o n e m o l e o f H O C l t o f o r m




, a n d o n e m o l e o f w a t e r .
H O
.





F ig u r e 2 . 1 P r o d u c t o f q u e n c h in g c h l o r i n e r e s i d u a l w i t h a s c o r b i c a c i d
I n F i g u r e 2 2 , t h e r e a c t i o n b e t w e e n a s c o r b i c a c i d a n d c h l o r a m i n e i s a l s o a r e d o x r e a c t i o n . I n t h e
p r e s e n c e o f w a t e r a n d a t t h e p H o f th e r e a c t i o n , c h lo r a m i n e i s i n t h e f o r m o f m o n o c h l o r a m i n e
(N H 2C I ) . O n e m o l e o f a s c o r b i c a c i d r e a c t s w i t h o n e m o l e o f N H 2C I t o f o r m d e h y d r o a s c o r b i c
a c i d , a m m o n i u m a n d C I
"
i o n s
O + N H 2C I O + N H 4
+ + C I
-
F ig u r e 2 2 P o s s i b l e p r o d u c t o f q u e n c h in g r e s i d u a l c h l o r a m i n e w i t h a s c o r b i c a c i d .
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T h e c o l o n c e l l s w e r e e x p o s e d t o t h e f o l l o w i n g s am p l e s : W l (c o n t r o l ) , W l & B A A , W2
(c o n t r o l ) , W 2 & B A A , a n d B A A . T h e s e s a m p l e s a r e d e s c r i b e d b e l o w :
1 ) W l (c o n t r o l ) : R O c o n c e n t r a t e w a t e r w i t h p r e - q u e n c h e d s o l u t i o n o f 3 2 5 m g /L C I 2 (f r o m
N a O C l ) a n d 93 2 mg /L a s c o r b i c a c i d .
2 ) W l & B r A A : S a m p l e W l s p i k e d w i t h 1 . 0 0 x 1 0
" ^
M B r A A . T h i s s a m p l e w a s c h o s e n t o
d e t e r m i n e w h e t h e r o r n o t t h e r e s u l t i n g c e l l d e n s i t y v a lu e w o u l d o c c u r a t a r o u n d 100 % a t
th e l o w e s t B r A A c o n c e n t r a t i o n t h a t i s u s e d in t h e B r A A p o s i t i v e c o n t r o l . I f s o , t h e n t h e
c e l l d e n s i t y w a s n o t a f f e c t e d b y t h e d i s i n f e c t a n t t y p e a n d t h e r e w o u l d b e n o f a l s e p o s i t i v e
b i a s f o r c e l l g r o w t h i n h i b it i o n .
3 ) W 2 (c o n t r o l ) : R O c o n c e n t r a t e w a t e r w it h p r e - q u e n c h e d s o l u t i o n o f 3 2 5 m g / L a s C I 2
(f r o m N H 2 C I ) a n d 14 0 m g /L a s c o r b i c a c i d
4 ) W 2 & B r A A : S a m p l e W 2 s p i k e d w i t h 1 . 0 0 x 1 0
' ^ M B r A A . T h i s s a m p l e w a s c h o s e n f o r
t h e s a m e r e a s o n a s t h a t s t a t e d i n # 2 .
5 ) B r A A : 1. 0 0 x 1 0
" ^
M B r A A i n M 3 : 10 c e ll g r o w t h m e di a , f o r t h e p u r p o s e s o f b e i n g a
p o s i t i v e c o n t r o l
T h e s e s a m p l e s w e r e r u n a c c o r d i n g t o t h e G I A p r o c e d u r e d e s c r i b e d in G I A E x p e r i m e n t
S e t 1 A l l s a m p l e s w e r e p l a c e d o n o n e 9 6 - w e l l m i c r o p l a t e w i t h a c o l u m n f o r b a c k g r o u n d (b k g )
a n d a c o l u m n f o r c o n t r o l . T h e s a m p l e s w e r e a r r a n g e d o n t h e m i c r o p l a t e a c c o r d i n g t o T a b l e 2 . 14 .
E a c h w e l l c o n t a i n e d 0 2 mL (2 00 \i L ) o f s am p l e e x c e p t f o r t h e la s t c o l u m n , w h i c h r e m a i n e d
e m p t y .
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Ta b l e 2 1 4 A r r a n g e m e n t o f s a m p l e s o n t h e m i c r o p l a t e .
B k g C o n tr o l W l
W l &
B r A A
W l &
B r A A
W 2
W 2 &
B r A A
W 2 &
B r A A
B r A A B r A A B r A A E m p ty
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 . 2 0 . 2 0 2 0 2
0 2 0 . 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 . 2 0 . 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 .2 0 2 0 2 0 2
0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 . 2 0 . 2 0 . 2
0 . 2 0 2 0 2 0 . 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2 0 2
R e su l t s f r o m t hi s e x p e r i m e n t w e r e t a b u l a t e d u s i n g E x c e l .
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3 . R e s u l t s
3 . A . C o n t r a C o s t a W a t e r D i s t r i c t S t u d y
W a t e r s a m p l e s f r o m t h e C o n t r a C o s t a W a t e r D i s t r i c t (C CWD ) p i l o t p l a n t s t u d y w e r e
c o l l e c t e d d u r i n g d i f f e r e n t w a t e r t r e a t m e n t p h a s e s fr o m Ju n e 2 0 0 8 t h r o u g h Ju ly 2 0 0 8 a n d t h e n
s e n t t o U N C - C h a p e l H i l l t o b e a n a l y z e d f o r T H M 4 , H A A 9 , h a l o g e n a t e d v o l a t i l e s , T O X , a n d
T O C l/ T O B r . T h e s e p r o c e d u r e s w e r e d e s c r i b e d i n t h e M e t h o d s s e c t i o n .
D a t a a c q u i r e d fr o m t h e T O X a n d T O C l/ T O B r m e t h o d s w e r e a n a l y z e d u s i n g a s e r i e s o f
c a l c u l a t i o n s , a s s e e n i n t h e c o l u m n s i n T a b l e 3 . 1 . T h e s e c a l c u l a t i o n s w e r e p e r f o r m e d f o r a l l o f
t h e w a t e r s a m p l e s t h a t w e r e c o l l e c t e d f r o m P h a s e s l A , I B , 2 A , 2 B , 3A P r e - N a n o F i l t r a t i o n , a n d
3A P o s t - N a n o F i l t r a t i o n T h e w a t e r q u a l i t y a n d v a r i o u s t r e a t m e n t s c h e m e s a r e d e s c r ib e d in T a b l e
2 . 1 t h r o u g h T a b l e 2 5 i n t h e M e t h o d s s e c t i o n .
3 . A . l . C a l c u l a t i o n s f o r D a t a A n a l y s i s
O r g a n i c C h l o r i n e i n H A A 9 + T H M 4 (a s \i g C l / L ) : D a t a a n a l y z e d f r o m t h e H A A a n d T H M
e x t r a c t i o n s w e r e u s e d i n p e r f o r m i n g t h i s c a l c u l a t i o n . F o r e a c h o f t h e n i n e H A A a n d f o u r T H M
s p e c i e s , t h e a n a l y t e c o n c e n t r a t i o n w a s c o n v e r t e d f r o m fi g / L t o \i g C l / L by m u l t ip ly i n g t h e
a n a ly t e c o n c e n t r a t i o n ( !J g / L ) b y t h e r a t i o o f t o t a l a m o u n t o f C I (M r (C l) ) i n t h e c o m p o u n d t o t h e
c o m p o u n d
'
s m o l e c u la r w e i g h t . A s a m p l e c a l c u l a t i o n f o r t h e o r g a n i c c h l o r i n e c o n t e n t o f 1 0 \i g / L
C H C I 3 c a n b e f o u n d b e l o w :
O r g a n i c c h l o r i n e c o n t e n t of C H C l ^ = [C H C k l
^ L ]\ M r {C H C l, )] V L Al
f i g ]( 10 6 4 ] ^ ^ ^ [i g C I
1 9 4 J
N e x t
,
t h e s e o r g a n i c c h l o r i n e v a l u e s f r o m e a c h o f t h e i n d i v i d u a l H A A a n d T H M sp e c i e s w e r e
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s u m m e d t o g e t h e r f o r a s p e c i fi c s a m e t r e a t m e n t m e t h o d a n d p h a s e t y p e t o g i v e t h e v a lu e
p r e s e n t e d i n T a b l e 3 . 1 . D a t a f r o m o t h e r v o l a t i l e c o m p o u n d s , s u c h a s H A N s , w e r e n o t i n c lu d e d i n
t h i s c a l c u l a t i o n b e c a u s e t h e y r e p r e s e n t e d s 5 % o f t h e o r g a n i c c h l o r i n e i n H A A 9 a n d T H M 4
O r g a n i c B r o m i n e i n H A A 9 + T H M 4 (a s [ x g B r / L ) : T h i s w a s c a l c u l a t e d s i m i l a r l y t o o r g a n i c
c h l o r i n e e x c e p t t h a t t h e a n a ly t e c o n c e n t r a t i o n s w e r e c o n v e r t e d fr o m jx g / L t o |x g B r / L b y
m u lt ip l y i n g t h e a n a l y t e c o n c e n t r a t i o n b y t h e r a t i o o f t o t a l a m o u n t o f B r in t h e c o m p o u n d
(M r (B r )) t o t h e c o m p o u n d
'
s m o l e c u l a r w e i g h t A s a m p l e c a l c u l a t i o n f o r 1 0 . 9 fi g / L B r C UC H c a n
b e f o u n d b e l o w :
O r g a n i c b r o m in e c o n t e n t o f B r C l ^C H = \ [B r C l^ CH ]\—
\ L ,
\ I n n \
\ M r {B r C lf H ) j
= 10 9 -M^ ( 79 . 9 \ ^ ^ ^ l i g B r
,
16 3 . 8 ;
= 5 3 2 -
T h e s u m o f t h e i n d i v i d u a l s p e c i e s i s p r e s e n t e d i n c o l u m n 3 o f T a b l e 3 1 . A g a i n , f o r t h e s a m e
r e a s o n s d e s c r ib e d f o r o r g a n i c c h l o r in e , t h e d a t a f r o m o t h e r v o l a t i l e c o m p o u n d s , s u c h a s H A N s ,
w e r e n o t i n c l u d e d i n t h i s c a l c u l a t i o n .
O r g a n i c I i a l o g e n i n H A A 9 + T H M 4 (a s j A g C I / L ) : T h i s c a l c u l a t i o n r e p r e s e n t s t h e s u m o f t h e
o r g a n i c c h lo r i n e a n d o r g a n i c b r o m i n e i n a n a n a l y z e d s p e c i e s . T H M a n d H A A s p e c i e s a r e fi r s t
c o n v e r t e d in t o u n i t s o f
"
^ g C l/ L
"
b y u s i n g t h e e q u a t i o n b e l o w , w h e r e
"
c m p d
"
r e p r e s e n t s a
p a r t i c u l a r H A A o r T H M s p e c i e s :
U r r t v d i f̂ ^ ] - U r r t v d i ^̂ ] x ^ ^ ^̂ ^^ + U m v d i ^ ] x ^ ^ (^ ^ ) x i ^̂M^ \ L J ^ \ l ) M r {c m p d ) ^ \ l ) M r {c m p d ) M r {B r )
T he v a lu e s f o r e a c h s p e c i e s a r e t h e n s u mm e d , g iv i n g th e v a l u e s h o w n in c o l u m n 4 o f T a b l e 3 1
I C M e a s u r e d T O C I (n g C l / L ) & I C M e a s u r e d T O B r ( j i g B r / L ) : T h e s e v a l u e s , p r e s e n t e d i n




w e r e o b t a i n e d f r o m t h e I C a n a l y s i s o f s a m p l e s p r o c e s s e d o n t h e
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T O X a n a l y z e r f o r T O C I a n d T O B r . C o n c e n t r a t i o n s f o r C r a n d B r
"
w e r e d e t e r m i n e d b y p l u g g in g
t h e c h r o m a t o g r a p h i c p e a k a r e a f o r C I
"
o r B r
"
i n t o t h e r e s p e c t i v e r e g r e s s e d l in e a r e q u a t i o n f r o m a
c r o r B r
'
c a l i b r a t i o n c u r v e g e n e r a t e d f r o m s t a n d a r d s i n t h e c a l ib r a t i o n r a n g e 0 |x g C f a n d B r
"
/ L -
5 0 0 0 ^ g c r a n d B r
"
/ L m e a s u r e d o n t h e I C . S in c e t h e a q u e o u s s am p l e s f o r IC a n a l y s i s w e r e
c o l l e c t e d f r o m t h e T O X a n a l y z e r e f fl u e n t g a s i n a 1 0 m L v o l u m e o f L O W f r o m a n o r i g i n a l
s a m p l e v o l u m e o f 2 5 m L o r 5 0 m L , t h e c o n c e n t r a t i o n s o b t a i n e d f r o m t h e c a l i b r a t i o n c u r v e w e r e
t h e n m u l t i p l i e d b y a c o n c e n t r a t i o n f a c t o r ( e i t h e r 1 : 2 . 5 o r 1 : 5 ) t o d e t e r m in e t h e v a l u e o f T O C I o r
T O B r i n t h e o r i g in a l s a m p l e .
T O C I + T O B r ( ji g C l/ L ) : T h e v a l u e s f o r
"
I C M e a s u r e d T O B r " a r e c o n v e r t e d i n t o u n i t s o f \i g
C l / L b y m u l t i p ly i n g b y t h e m o l a r r a t i o o f c h l o r i d e t o b r o m i d e (3 5 . 4 5 / 7 9 . 9 ) a n d a r e p r e s e n t e d in
c o l u m n 7 o f T a b l e 3 . 1 . W i t h i n t h e s a m e t r e a t m e n t t y p e a n d ph a s e , t h e s e v a l u e s a r e a d d e d t o t h e
"
I C M e a su r e d T O C I " v a l u e s t o a r r i v e a t t h e v a l u e f o r T O C I + T O B r .
T O X ( \i g a s C l / L ) : T h e s e v a l u e s a r e i n i t i a l l y o b t a i n e d i n u n i t s o f
"
fx g C I
"
a f t e r t h e w a t e r
s a m p l e s w e r e a d s o r b e d o n t o t w o c a r b o n c o lu m n s u s i n g t h e T O X a n a l y z e r . T h e T O X o f a w a t e r
s a m p l e i n u n i t s o f
"
[x g a s C l / L ,
"
i s o b t a i n e d a s t h e s u m o f t h e r e a d i n g s f r o m b o t h c o l u m n s f r o m
w h i c h t h e v a l u e s o f t w o b l a n k s w e r e s u b t r a c t e d . T h i s n e t v a l u e w a s d i v i d e d b y t h e v o l u m e o f
w a t e r s a m p le i n l i t e r s a d s o r b e d o n t o t h e c a r b o n c o l u m n t o o b t a i n th e c o n c e n t r a t i o n p r e s e n t e d i n
c o l u m n 8 o f T a b l e 3 . 1 .
% T H M 4 i n T O X : A f t e r t h e T H M 4 c o n c e n t r a t i o n s w e r e c o n v e r t e d i n t o " ^ g a s C l / L ,
"
t h e y w e r e
d i v i d e d b y t h e T O X c o n c e n t r a t i o n , w h i c h w a s o b t a i n e d u s i n g t h e T O X c a l c u l a t i o n a b o v e , a n d
t h e n m u l t i p l i e d b y 100 . T h i s v a l u e i s p r e s e n t e d i n c o l u m n 9 o f T a b l e 3 . 1 a n d r e p r e s e n t s t h e
p r o p o r t i o n o f e a c h a n a l y t i c a l l y m e a s u r e d T O X c o n t r ib u t e d t o t h e o r g a n i c h a l o g e n c o n t e n t o f t h e
m e a s u r e d T H M 4
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% H A A 9 i n T O X : T h i s v a lu e i s p r e s e n t e d i n c o l u m n 10 o f T a b l e 3 1 a n d w a s c a l c u l a t e d i n a
m a n n e r s i m i l a r t o t h a t d e s c r i b e d f o r T H M 4 b u t i n s t e a d u s e d t h e o r g a n i c c h l o r i n e v a l u e s fi o m t h e
H A A 9 s p e c i e s .
% U n k n o w n T O X ( f r o m T O X ) : T h i s v a lu e , p r e s e n t e d i n c o l u m n 1 1 o f T a b l e 3 . 1 , w a s









a n d m u l t i p l y in g b y 10 0 . T h i s c a l c u l a t i o n d e t e r m i n e s t h e
p e r c e n t a g e o f T O X f o u n d i n t h e w a t e r s am p l e s u n a c c o u n t e d f o r b y t h e p r e s e n c e o f H A A 9 a n d
T H M 4 . P e r c e n t a g e s t h a t w e r e 5 0 %) o r l e s s w e r e h i g h l i g h t e d b e c a u s e t h e e x p e c t e d p e r c e n t a g e o f
u n k n o w n T O X i s a r o u n d 6 0 % (K r a sn e r e t a l , 2 0 0 6 )
% U n k n o w n O r g a n i c H a l o g e n ( f r o m I C ) : I n c o lu m n 12 o f T a b l e 3 1 , t h i s v a lu e w a s c a l c u l a t e d
b y s u b t r a c t i n g t h e v a l u e i n c o l u m n 5 f r o m t h e v a lu e i n c o l u m n 6 , d i v i d i n g b y t h e v a lu e i n c o lu m n
6 a n d m u l t i p l y i n g b y 10 0 . T h i s c a l c u l a t i o n r e p r e s e n t s t h e p r o p o r t i o n o f o r g a n i c C I a n d B r n o t
a c c o u n t e d f o r fi r o m t h e a n a l y z e d T H M 4 a n d H A A 9 . A l t h o u g h o n e m i g h t p r e d i c t s i m i l a r i t i e s
b e t w e e n t h i s v a l u e a n d t h a t i n c o l u m n 1 1
,
th e m e a s u r e m e n t s a r e c a r r i e d o u t u s i n g d i f f e r e n t
t e c h n i q u e s i n w h i c h r e c o v e r y i s a l s o d i f f e r e n t . M o r e o v e r , T O X a l s o i n c l u d e s o r g a n i c i o d i d e ,
w h i c h w a s n o t m e a s u r e d b y t h e I C t e c h n i q u e .
% U n k n o w n T O C I : C a lc u l a t e d i n c o l u m n 13 b y s u b t r a c t in g t h e v a lu e i n c o lu m n 1 f r o m t h e
v a lu e i n c o l u m n 3
,
d i v i d i n g b y t h e v a l u e i n c o l u m n 3 a n d m u l t i p l y i n g b y 100 . T h i s c a l c u l a t i o n
r e p r e s e n t s p e r c e n t a g e o f T O C l f o u n d i n t h e w a t e r s a m p l e s n o t a c c o u n t e d f o r i n t h e a n a l y z e d
T H M 4 a n d H A A 9 .
% U n k n o w n T O B r : C a l c u l a t e d i n c o l u m n 14 b y s u b t r a c t i n g t h e v a l u e in c o lu m n 2 f r o m t h e
v a lu e i n c o l u m n 4
,
d iv i d i n g b y t h e v a l u e i n c o lu m n 4 , a n d m u l t i p l y i n g b y 10 0 . T hi s c a l c u l a t i o n
r e p r e s e n t s p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O B r f o u n d i n t h e w a t e r s a m p l e s n o t a c c o u n t e d f o r i n t h e
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a n a l y z e d T H M 4 a n d H A A 9
Qu a l it y c o n t r o l f o r t h e T O X a d s o p t i o n m o d u l e a n d t h e a n a l y z e r w a s c a r r i e d o u t a s
d e s c r i b e d i n s e c t i o n 2 . A . l . h o f t h i s r e p o r t . Qu a l i t y c o n t r o l f o r T O C l a n d T O B r a n a l y s i s w a s
c a r r i e d o u t a s d e s c r i b e d i n s e c t i o n 2 . A . l . i o f t h i s r e p o r t .
I n T a b l e 3 . 1 , t h e v a l u e s l a b e l e d
"
n o t d e f i n e d
"
(n d ) w e r e c a l c u l a t e d t o b e n e g a t i v e T h e s e
o u t c o m e s c o u l d h a v e b e e n d u e t o t h e f a c t t h a t t h e m e a s u r e m e n t s i n t h i s t a b l e w e r e p e r f o r m e d
u s i n g a c o m b i n a t i o n o f m u l t i p l e t e c h n i q u e s a n d th e r e c o v e r y f o r e a c h t e c h n i q u e i s d i f f e r e n t a n d
c u m u l a t i v e M o r e o v e r
,
t h e o r g a n i c i o d i n e c o n t e n t o f t h e s am p l e s w a s n o t t a k e n i n t o a c c o u n t
u s i n g I C a n a l y s i s . T h e c o m b i n a t i o n o f t h e s e f a c t o r s i s l i k e ly t o h a v e c a u s e d m a n y i n d e fi n a b le
(n d ) v a l u e s V a lu e s f o r p e r c e n t a g e u n k n o w n T O X a n d u n k n o w n o r g a n i c h a l o g e n t h a t a r e l e s s
t h a n 4 0 % a n d v a l u e s f o r p e r c e n t a g e o f T H M 4 a n d H A A 9 i n T O X t h a t a r e g r e a t e r t h a n 1 00 %
w e r e f l a g g e d a s t h e y a l s o f a i l e d t o m e e t e x p e r i m e n t a l v a l i d a t i o n c r i t e r i a .
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Ta b l e 3 1 T O X
,
T O C l
,
a n d T O B r d a t a f r o m C C WD s a mp l e s
O r g a n i c C I
H A A 9 + T H M 4
( a s n g C l / L )
O r ga n i c B r
H A A 9 + T H M 4
(a s | i g B r /L )
T O C l ( ^. g
C l / L )
T O B r ( n g
B r / L )
O r g a n i c
H a l o g e n i n
H A A 9 + T H M 4
( a s n g C l / L )
TO C 1 +
T O B r ( a s
^i g C l / L )
T O X
(a s u g
C l / L )
% T H M 4
i n TO X
% H A A 9
i n T O X
%
U n k n o w n
T O X
(f r o m
T O X )
%
U n k n o w n
O r g a n i c
H a l o g e n
( f r o m IC )
0 // o
U n k n o w n
T O C l
/ o
U n k n o w n
T O B r
P h a s e l A
n o t r e a t m e n t 13 0 1 6 3 N M N M 20 2 N A 5 3 4 2 5 13 6 2 N A N A N A
N H j C I 2 0 5 5 0 5 5 7 0 2 2 1 4 2 9 15 5 19 6 7 8 7 2 6 4 7 7
L P 4 0 0
N H 2C I
2 2 1 5 5 0 6 3 4 2 0 0 4 6 5 15 2 20 6 1 7 7 7 6 9 6 5 7 3
M P l OO
N H , C 1
2 1 6 5 6 i 6 7 6 1 14 4 6 ! 11 8 20 3 18 77 6 0 6 8 5 0
IVI P 4 0 0
N H ; C 1
22 i 5 8 5 5 8 1 2 3 0 4 8 7 16 0 5 6 6 9 1 7 0 6 1 7 5
C I , 36 2 2 0 0 3 8 7 13 5 12 5 9 8 8 15 3 7 1 n d n d
L P 4 0 0 C I 2 2 8 0 9 6 1 3 5 0 2 0 4 7 0 6 1 2 5 17 7 3 0 10 60 4 4 2 0 5 3
M P 4 0 0 C l j 4 1 3 2 1 5 5 2 9 1 19 1 37 13 3 2 14 5 6 36 n d 2 2 n d
P h a s e I B
n o t r e a t m e n t 16 0 1 5 9 N M N M 24 2 N A N M N A N A N A N A N A N A
N H , C 1 2 4 6 8 3 4 3 7 7 2 5 2 6 3 7 15 0 12 9 4 1 50 5 7 3 5 6 7
L P4 0 0
N H 2C I
2 5 9 85 4 7 8 7 2 8 3 6 6 0 2 0 4 2 5 1 2 1 7 4 6 8 6 7 7 0
M P l OO
N H j C I
2 5 4 8 5 4 23 4 6 5 5 15 5 24 0 2 2 7 3 5 8 5 0 6 3
M P 40 0
N H j C l
2 6 0 9 1 3 4 4 0 23 7 6 8 8 14 9 2 2 0 2 5 5 4 4 1 6 1
C I 2 6 0 7 2 22 5 6 3 19 1 1 65 14 1 19 1 7 4 12 14 n d n d n d
L P 4 0 0 C I 2 6 9 3 2 42 7 7 3 2 76 1 83 2 0 0 2 9 6 5 3 3 8 10 12
M P 4 00 C I 2 6 2 4 2 3 8 5 6 3 2 3 3 174 16 0 3 2 3 4 6 4 6 n d n d n d
N M = N o t m e a s u r e d
N A = N o t a p p l i c a b l e
n d = n o t d e fi n e d
Sh a d e d c e l l s a r e v a lu e s l e s s t h a n 4 0 % u n k n o w n T O X o r o r g a n i c h a l o g e n
76
T a b l e 3 1 (C o n t i n u e d f r o m p r e v i o u s p a g e . )
O r g a n i c C I
H A A 9 + T H M 4
( a s n g C l / L )
O r g a n i c B r
H A A 9 + T H M 4
( a s Ji g B r / L )
T O C l ( n g
C l / L )
T O B r ( fi g
B r / L )
O r g a n i c
H a l o ge n i n
H A A 9+ TH M 4
(a s H g C l / L )
T O C I +
T O B r (a s
Ji g C l/ L )
T O X
( a s u g
C l /L )
% T H M 4
i n T O X
% H A A 9
i n T O X
%
U n k n o w n
T O X
(f r o m
T O X )
%
U n k n o w n
O r g a n ic
H a l o ge n
( f r o m I C )
%
U n k n o w n
T O C l
U n k n o w n
T O B r
P h a s e 2 A
n o t r e a t m e n t 8 8 9 13 3 N M N M 15 3 N A 4 1 2 1 6 3 N A N A N A
N H 2C I 2 1 0 50 5 6 5 0 16 4 4 5 8 1 3 8 2 3 4 15 80 6 7 6 8 6 9
L P 4 0 0
N H 2C I
2 1 6 54 7 5 1 4 19 0 4 8 6 1 56 2 6 6 1 4 82 6 9 5 8 7 1
M P I OO
N H 2 C I
M P 40 0
N H 2 C I
2 2 5
2 2 4
5 2 ! 87 4 3 2 2 2 30 8 3 4 5 4 1







C L 73 1 2 2 9 7 9 f 17 2 19 6 15 6 30 0 58 3 5 n d n d
L P 4 00 C h 80 4 2 5 2 1 0 5 20 3 2 16 194 30 7 63 3 0 n d 2 3 n d
M P 40 0 C I2 8 1 6 2 54 1 12 2 1 4 2 18 2 0 6 2 0 0 9 8 n d n d 2 7 n d
P h a s e 2 B
n o t r e a t m e n t 10 2 13 5 N M N M 16 0 N A 15 6 4 1 4 n d N A N A N A
N H 2 C I 19 0 8 8 9 3 6 0 2 2 5 6 3 5 1 3 6 2 3 8 2 2 73 5 3 4 7 6 1
L P 4 00
N H j C l
19 ! 9 2 4 3 7 5 25 2 66 0 1 4 9 2 7 6 1 9 7 6 5 6 4 7 6 3
M P I OO
N H 2 C I
8 7 4 5 1 5 2 57 62 5 16 6 2 8 5 7 8 6 2 6 4 6 6
M P 4 0 0
N H 2 C I
2 0 5 9 2 3 4 0 2 2 5 1 6 6 8 15 2 27 2 20 7 5 5 6 4 9 6 3
C I , 7 3 3 3 5 6 4 8 4 24 6 2 6 1 15 8 3 2 1 7 3 19 n d n d n d
L P 4 0 0 C I 2 7 0 6 3 9 6 3 2 3 2 88 2 7 8 160 2 8 1 9 1 n d n d n d
M P 4 0 0 C I 2 9 0 1 4 4 5 7 2 7 2 68 3 2 6 19 1 34 0 89 n d n d n d
N M = N o t m e a s u r e d
N A = N o t a p p l i c a b l e
n d = n o t d e fi n e d
S h a d e d c e l l s a r c v a lu e s l e s s t h a n 4 0 % u n k n o w n T O X o r o r g a n ic h a l o g e n
7 7
T a b l e 3 1 (C o n t i n u e d f r o m p r e v i o u s t w o p a g e s )
O r ga n i c C I
H A A 9 + T H M 4
(a s n g C l /L )
O r g a n i c B r
H A A 9 + T H M 4
( a s ( i g B r /L )
T O C l ( n g
C l / L )
T O B r ( |i g
B r / L )
O r g a n i c
H a l o g e n in
H A A 9 + T H M 4
(a s n g C l /L )
T O C 1 +
T O B r ( a s
| i g C l / L )
T O X
(a s ^ g
C l/ L )
% T H M 4
i n TO X
% H A A 9
i n T O X
%
U n k n o w n
T O X
(f r o m
T O X )
%
U n k n o w n
O r g a n i c
H a l o g e n
( f r o m IC )
%
U n kn o w n
T O C l
U n k n o w n
T O B r
P h a s e 3 A
P r e - N F
n o t r e a t m e n t 18 4 17 6 N M N M 2 6 2 N A 1 8 5 6 13 3 1 N A N A N A
N H j C I 2 7 3 5 9 1 6 2 4 1 6 8 6 1 6 1 3 7 2 5 4 2 1 7 6 5 5 5 6 6 5
L P 40 0
N H j C I
2 8 2 57 1 4 3 1 17 3 6 5 2 12 0 2 3 7 2 4 7 2 4 6 3 5 6 7
M P l O O
N H ; C I
2 9 5 6 1 8 4 7 6 1 6 5 6 8 8 12 1 2 3 4 2 6 7 1 4 3 3 8 6 3
M P 4 0 0
N H 2 C I
1 1 4 2 1 8 50 1 1 77 24 2 1 2 9 1 2 7 15 7 7
C h 16 7 2 19 15 6 22 4 3 64 2 5 5 3 7 9 9 1 n d n d
L P 4 0 0 C h 2 2 5 2 38 20 2 2 33 4 4 7 30 5 3 3 7 12 7 n d n d n d n d
M P 4 00 C l j 2 50 2 5 3 1 5 2 17 6 4 99 2 3 0 3 5 1 13 8 n d n d n d n d
P h a s e 3 A
P o s t - N F
n o t r e a t m e n t 13 1 1 4 9 N M N M 2 1 4 N A 2 3 3 22 2 n d N A N A N A
N H zC I 1 0 4 2 5 7 2 3 4 138 2 2 4 84 5 n d N A N A N A 7 3 5 6 8 1
L P 4 00
N H 2 C I
14 7 1 5 7 30 7 15 1 2 2 3 9 7 7 5 0 0 2 4 2 1 5 5 7 7 5 2 9 0
M P l OO
N H ; C I
13 2 1 6 7 1 6 1 1 77 2 1 2 9 4 7 3 3 4 3 3 8 29 6 n d 7 8 9 1
M P 4 00
N H ; C I
2 5 6 1 6 1 4 0 4 13 8 3 3 3 10 2 4 7 8 2 0 4 9 3 0 6 7 3 7 8 8
C h 2 0 9 3 7 5 114 1 6 2 4 0 4 18 6 2 0 4 18 7 n d n d n d n d
L P 4 0 0 C I ; 2 0 6 3 60 16 2 16 2 3 9 5 2 3 4 19 1 2 0 0 n d n d n d n d
M P 4 0 0 C I 2 2 0 5 34 4 113 14 6 3 8 8 17 8 2 0 8 17 8 n d n d n d n d
N M = N o t m e a s u r e d
N A = N o t a p p l i c a b l e
n d = n o t d e fi n e d
C e l l s s h a d e d i n p i n k a r e v a l u e s l e s s t h a n 4 0 % u n k n o w n T O X o r o r g a n i c h a l o g e n
C e l l s s h a d e d i n l i g h t b l u e w e r e fl a g g e d f o r v a lu e s g r e a t e r t h a n 1 0 0 % T H M 4 o r H A A 9 i n T O X .
7 8
3 . A . 2 . C h l o r i n e v s . C h l o r a m i n e T r e n d s
T h r o u g h o u t a l l p h a s e s o f t h e C CWD s t u d y , t h e f r a c t i o n o f T O X a c c o u n t e d fo r b y T H M 4
w a s c o n s i s t e n t l y l a r g e r t h a n t h a t a c c o i m t e d f o r b y H A A 9 T h e g e n e r a l t r e n d w a s t h a t t h e
c h l o r am i n a t e d s a m p l e s h a d h i g h e r p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O X a n d T O C l a n d T O B r th a n th a t
o f c h l o r i n a t e d s am p l e s H e n c e , T H M 4 a n d H A A 9 c o n c e n t r a t i o n s a c c o u n t f o r m o r e o f t h e T O X i n
c h l o r i n a t e d s a m p l e s t h a n i n c h l o r a m i n a t e d s a m p l e s .
A n e x c e p t i o n t o t h i s t r e n d w a s s e e n i n t h e r e s u l t s f o r P h a s e 3 A P o s t - N F (n a n o - fi l t e r e d )
S i n c e t h e s e s a m p l e s p a s s e d t h r o u g h a n a n o - f i l t e r b e f o r e d i s i n f e c t i o n , t h e D B P p r e c u r s o r s w e r e
r e m o v e d a n d t h e c o n c e n t r a t i o n s o f T H M 4 a n d H A A 9 i n t h e w a t e r s o m e w h a t d e c r e a s e d
,
c o m p a r e d t o t h e a m o u n t s i n P h a s e 3 A P r e - N F p r i o r t o n a n o - f i lt r a t i o n V a lu e s f o r T O X w e r e a l s o
s i g n i fi c a n t l y l o w e r i n P h a s e 3A P o s t - N F t h a n in P h a s e 3 A P r e - N F f o r t h i s s a m e r e a s o n .
A c o m m o n o c c u r r e n c e a m o n g t h e c h l o r i n a t e d s a m p l e s i n a l l o f t h e p h a s e s w a s t h a t t h e
p e r c e n t a g e s o f i m k n o w n o r g a n i c h a l o g e n s ( c a l c u l a t e d f r o m I C a n a l y s i s r e s u l t s ) , u n k n o w n T O C l ,




v a lu e s
,
w h i l e t h e c h l o r a m i n a t e d s a m p l e s h a d
p e r c e n t a g e s t h a t w e r e c o n s i s t e n t ly i n t h e p o s it i v e r a n g e P o s s i b l e e x p l a n a t i o n s f o r t h e s e r e s u l t s
a r e t h a t a ) th e r e i s g e n e r a l l y m o r e u n k n o w n T O X am o n g c h l o r a m i n a t e d w a t e r s t h a n a m o n g
c h l o r i n a t e d w a t e r s o r b ) t h e T H M 4 a n d H A A 9 e x t r a c t i o n t e c h n i q u e s w e r e m o r e p r e c i s e t h a n t h e
T O X a n a ly s i s t e c h n i q u e s (b y T O X a n a ly z e r a n d IC ) i n d e t e r m i n i n g T O X f o r t h e c h l o ri n a t e d
s am p l e s .
I n P h a s e s 2 A , 2 B , a n d 3A P r e - N F s a m p l e s , t h e o r g a n i c h a l o g e n v a l u e s (m e a s u r e d u s i n g
t h e I C ) a n d T O X w e r e h i g h e r i n t h e
"
C I 2 o n l y
"
s am p l e s t h a n i n t h e
"
N H 2 C r
'
o n ly s a m p l e s T h e r e
w a s n o T O X v a lu e m e a s u r e d u s i n g t h e T O X a n a l y z e r f o r t h e
"
N H 2C I o n ly
"
s a m p l e i n P h a s e 3A
P o s t - N F
,
bu t t h r o u g h a n a l y s i s w i t h th e I C , t h e
" C I 2 o n l y
"




N H 2C I o n l y
"
s a m p l e H o w e v e r , P h a s e s l A a n d I B d i d n o t h a v e t h i s t r e n d , w h i c h m a y b e
e x p l a i n e d b y t h e d i f f e r e n c e s in w a t e r t r e a t m e n t a m o n g t h e p h a s e s : t h e w a t e r i n P h a s e s 1A a n d I B
w e r e o n l y t r e a t e d w i t h o z o n e , w h i l e t h e w a t e r s i n P h a s e s 2 A a n d 2B w e r e t r e a t e d w i t h o z o n e a n d
p e r o x i d e s a n d P h a s e s 3 A P r e
- N F a n d 3A P o s t - N F w e r e n o t t r e a t e d w i t h o z o n e o r p e r o x i d e s .
A n o t h e r t r e n d s e e n i n a l l o f t h e p h a s e s w a s t h a t t h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O B r i n t h e
c h l o r a m i n a t e d s a m p l e s w a s g e n e r a l ly g r e a t e r t h a n t h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O C l . T h i s t r e n d
m a y b e a t t r ib u t e d t o th e f a c t t h a t t h e C C WD w a t e r t r e a t m e n t f a c i l i t y s p i k e d a 1 m g /L o f b r o m i d e
a n d 1 m g / L o f i o d i d e c o n c e n t r a t i o n i n t o t h e w a t e r f o r e a c h p h a s e o f t h e e n t i r e t r e a t m e n t p r o c e s s ,
w h i c h i s f i i r t h e r d i s c u s s e d i n C h a p t e r 4 . T O I a n d i o d i n a t e d D B P s w e r e n o t i n c l u d e d i n th i s
a n a ly s i s , h o w e v e r .
3 . A . 3 . U V T r e a t m e n t v s . N o U V T r e a t m e n t T r e n d s
O v e r a l l
,
i t a p p e a r s t h a t th e c h l o r a m i n a t e d w a t e r s a m p l e s i n c r e a s e d s l i g h t l y in t h e
p e r c e n t a g e o f T O X a c c o u n t e d f o r b y T H M 4 a n d H A A 9 w h e n t r e a t e d w i t h U V p r i o r t o
d i s i n f e c t i o n E x c e p t i o n s f o r t h i s t r e n d c a n b e s e e n in P h a s e 3A
- N F
,
w h e r e t h e
"
C I 2 o n l y
"
s am p l e h a d a g r e a t e r p e r c e n t a g e o f k n o w n T O X t h a n s a m p l e s t r e a t e d w i t h U V a n d t h e n c h l o r i n e .
I n s o m e p h a s e s (l A , I B , a n d 2 B ) , T O X a n a l y s i s i n d i c a t e s t h a t c h l o r a m i n e t r e a t m e n t f o l l o w i n g
U V i r r a d i a n c e (U V /N H 2C I ) in c r e a s e s T O X c o n c e n t r a t i o n ; w h e r e a s , i n t h e o t h e r p h a s e s (2 A , 3 A
P r e - a n d P o s t - N F ) t h i s i s n o t a l w a y s t h e c a s e . O n e r e a s o n w h y t h i s r e s u l t w a s s e e n m a y b e
b e c a u s e w h e n P h a s e 2 A T O X a n a l y s i s w a s t a k i n g p l a c e u s i n g t h e T O X a n a l y z e r , t h e i n s t r u m e n t
w a s h a v i n g s o m e t e c h n i c a l t r o u b l e w i t h t h e c o u l o m e t r i c c e l l . T h i s p r o b l e m w a s r e s o l v e d b y
r e m o v i n g a i r b u bb l e s o u t o f t h e e l e c t r o d e s a n d c h a n g i n g t h e 8 0 % H 2SO 4 s o l u t i o n i n t h e s c r u b b e r
v i a l . S a m p l e s f r o m P h a s e 2A a n a l y s i s o c c u r r e d r i g h t a f t e r t h o s e fr o m P h a s e l A , s o t h i s p r o b l e m
80
w a s r e s o l v e d b e f o r e T O X a n a l y s i s o f t h e o t h e r p h a s e s A p o s s i b l e e x p l a n a t i o n f o r w h y
U V /N H 2C I s a m p l e s i n P h a s e 3 A P r e - N F d i d n o t h a v e g r e a t e r T O X c o n c e n t r a t i o n s t h a n t h e
"
N H 2 C I o n l y
"
s a m p l e m a y b e t h a t P h a s e 3 A P o s t - N F h a d u n c h a r a c t e r i s t i c T O X c o n c e n t r a t i o n s
s i n c e t h e n a n o - f i l t e r w a s a b l e t o r e m o v e m o s t o f t h e d i s s o l v e d o r g a n i c c a r b o n p r i o r t o U V /N H 2 C I
t r e a t m e n t . T h u s , f e w e r D B P s c o u l d h a v e f o r m e d
I n P h a s e s I A a n d I B , t h e T O X c o n c e n t r a t i o n s f o r n o n - U V t r e a t e d c h l o r a m i n a t e d a n d
c h l o ri n a t e d s a m p l e s w e r e l o w e r t h a n t h e i r U V - t r e a t e d c o u n t e r p a r t s I n P h a s e 2 B , t h i s t r e n d
p e r s i s t e d w i t h t h e c h l o r a m i n a t e d s a m p l e s b u t n o t f o r t h e c h l o ri n a t e d o n e s , w h i l e i n p h a s e s 2A ,
3 A P r e - N F , a n d 3 A P o st - N F t h i s t r e n d w a s n o t e x h i b i t e d . T h e r e s u l t s f o r T O C l + T O B r s h o w
t h a t in P h a s e s I B , 2A , a n d 2 B , t h e i r s u m T O X f o r n o n - U V t r e a t e d c h l o r a m i n a t e d a n d c h l o ri n a t e d
s a m p l e s w e r e l o w e r t h a n f o r t h e i r U V - t r e a t e d c o u n t e r p a r t s . T h e c h lo r a m i n a t e d s a m p l e s i n P h a s e
l A d i d n o t f o l l o w t h i s t r e n d ; h o w e v e r , t h e c h l o ri n a t e d s a m p l e s d i d A l l o f t h e s a m p l e s i n P h a s e
3A P r e - N F a n d t h e c h l o ri n a t e d s am p l e s i n P h a s e 3 A P o s t - N F d i d n o t f o l l o w t h i s t r e n d , w h i l e th e
c h l o r am in a t e d s a m p l e s i n P h a s e 3A P o s t - N F d i d
T h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X a l s o d o e s n o t f o l l o w a c l e a r tr e n d t h r o u g h o u t a l l t h e
p h a s e s o f t r e a t m e n t C h l o r a m i n a t e d a n d c h l o ri n a t e d s a m p l e s i n P h a s e s l A & I B a n d
c h l o r am i n a t e d s a m p l e s i n 2 B r e s u l t s i n d i c a t e t h a t U V t r e a t m e n t a n d p o s t - d i s i n f e c t i o n i n c r e a s e s
t h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X b u t t h e o t h e r p h a s e s d o n o t a l w a y s s u p p o r t t h i s t r e n d
T h e r e w a s n o g e n e r a l t r e n d in t h e p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n o r g a n i c h a l o g e n a s m e a s u r e d
b y T O C l + T O B r b e t w e e n n o n
- U V a n d U V t r e a t e d s a m p l e s i n a n y o f t h e p h a s e s H o w e v e r , t h e
c a l c u l a t i o n f o r t h e c h l o r i n a t e d s a m p l e s i n P h a s e s 2 B , 3A P r e - N F , a n d 3A P o s t - N F s u g g e s t t h a t
m o s t o f t h e m e a s u r e d T O X
,
T O C l
,
a n d T O B r w a s a c c o u n t e d f o r b y T H M 4 a n d H A A 9 . C e r t a i n
s a m p l e s in P h a s e s l A , I B , a n d 2A a l s o s h o w e d a s im i l a r e f f e c t .
8 1
3 . A . 4 . L o w P r e s s u r e L a m p (L P ) v s . M e d i u m P r e s s u r e L a m p (M P ) T r e n d s
I n P h a s e l A , w h e n c o m p a r e d w i t h t h e L P 40 0 U V p r e - t r e a tm e n t , t h e c h lo r a m i n a t e d w a t e r
s a m p l e U V p r e - t r e a t e d w i t h M P 100 d i d n o t c h a n g e t h e o r g a n i c h a l o g e n a c c o u n t e d f o r b y H A A 9
a n d T H M 4 c o m b i n e d i n t h e s am p l e ; h o w e v e r , M P 4 0 0 s h o w e d a s li g h t i n c r e a s e i n t h i s v a lu e T h e
t r e n d f o r T O C l + T O B r i s i n c o n s i s t e n t a m o n g t h e t h r e e U V t r e a t m e n t p r o c e s s e s : c o m p a r e d t o
L P 40 0 t r e a t m e n t o n c h l o r am i n a t e d w a t e r s M P 10 0 l o w e r e d t h i s v a lu e , w h i l e M P 4 0 0 s l i g h t ly
i n c r e a s e d i t T h e r e s u lt s f r o m T O X a n a ly s i s in d i c a t e t h a t , c o m p a r e d w i t h L P 4 0 0 , M P 100 p r e -
t r e a t m e n t o f c h l o r a m i n a t e d w a t e r d i d n o t a f f e c t T O X , w h i l e t h e M P 4 0 0 t r e a t m e n t m o r e t h a n
d o u b l e d i t s c o n c e n t r a t i o n . T h e p e r c e n t a g e o f T O X a c c o u n t e d fo r b y T H M 4 a n d H A A 9 r e m a i n e d
u n c h a n g e d i n t h e L P 4 0 0 a n d M P 10 0 t r e a t m e n t s p r i o r t o c h l o r a m i n a t i o n , b u t d r o p p e d
s i g n i f i c a n t l y i n t h e M P 4 00 s a m p l e . T h e a m o u n t o f u n a c c o u n t e d o r g a n i c h a lo g e n i n c r e a s e d b y
o n l y 1% w h e n c o m p a r i n g t h e L P 4 0 0 N H 2C I s a m p l e w i t h t h e M P 4 00 N H 2C I s a m p l e , w h i l e t h e
M P 100 N H 2 C I s a m p l e h a d 9 % l e s s t h a n t h e L P 4 00 N H 2C I s a m p l e . T h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n
T O C l w a s n o t a f f e c t e d s i g n i fi c a n t l y b y a n y o f t h e U V t r e a t m e n t s : t h e L P 40 0 s a m p l e c o n t a i n e d
6 5% u n k n o w n T O C l
,
w h i l e t h e M P 10 0 a n d M P4 0 0 s a m p l e s c o n t a i n e d 6 8 % a n d 6 1% ,
r e s p e c t i v e l y H o w e v e r , t h e M P 10 0 h a d 5 0 % o f u n k n o w n T O B r , w h i l e t h e L P 4 0 0 a n d M P4 00
t r e a t m e n t s h a d 7 3 % a n d 7 5 % o f u n k n o w n T O B r
,
r e s p e c t i v e l y .
F o r t h e c h l o r i n a t e d s a m p l e s i n P h a s e l A , r e su l t s i n d i c a t e t h a t m o r e k n o w n T O X , T O C l ,
a n d T O B r a c c o u n t e d f o r b y T H M 4 a n d H A A 9 , a n d T O X w a s c r e a t e d w h e n t h e s a m p l e w a s U V
t r e a t e d w i t h M P 4 0 0 t h a n w i t h t h e L P 4 00 t r e a t m e n t . A g a in , c o m p a ri n g M P4 00 w i t h L P 4 0 0 , t h e
p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X a n d o r g a n i c h a l o g e n w a s l o w e r i n t h e M P 4 00 s a m p l e t h a n i n t h e
L P 4 0 0 s a m p l e . T h e a m o u n t o f u n k n o w n T O B r w a s n o t d e fi n a b l e ( a n d p r o b a b l y n e g l i g i b l e ) w i t h
u s e o f M P 4 0 0 t r e a t m e n t , w h i l e t h e L P 4 0 0 t r e a t m e n t h a d a n u n k n o w n T O B r p e r c e n t a g e o f 5 3% .
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T h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O C l r em a in e d a b o u t t h e s a m e f o r b o t h U V t r e a t m e n t s : 2 0%) f o r
L P 4 00 a n d 22 % f o r M P 4 0 0 .
I n P h a s e I B s a m p l e s , t h e m i n o r fl u c t u a t i o n s o f o r g a n i c h a l o g e n in H A A 9 a n d T H M 4
a m o n g t h e d i f f e r e n t U V t r e a t m e n t s f o l l o w e d b y c h l o r am i n a t i o n a r e n e g l i g i b l e . T h e M P 10 0 a n d
M P 4 00 U V t r e a t m e n t s g e n e r a t e d a l o w e r T O C l + T O B r c o n c e n t r a t i o n i n t h e c h l o r a m i n a t e d
s a m p l e s t h a n i n t h e L P 4 0 0 t r e a t m e n t , a t r e n d a l s o o b s e r v e d in t h e v a l u e s o f T O X a n d the
p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O X , u n k n o w n T O C l , a n d u n k n o w n T O B r
T O X a c c o u n t e d f o r b y H A A 9 + T H M 4 a n d T O C l + T O B r w a s l o w e r in t h e M P 4 00 C I 2
s a m p l e t h a n in t h e L P 40 0 C I 2 s a m p l e i n P h a s e I B . H o w e v e r , t h e T O X w a s g r e a t e r u n d e r M P 40 0
C I2 c o n d i t i o n s t h a n u n d e r L P 4 0 0 C I 2 c o n d i t i o n s T h i s t r e n d w a s a l s o f o u n d i n t h e
" % U n k n o w n
"
v a lu e s . H o w e v e r , t h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X , T O C l , a n d T O B r i n d i c a t e t h a t M P 4 00 C I 2
i n c r e a s e d t h e p r o p o r t i o n o f T O X a c c o u n t e d f o r b y T H M 4 a n d H A A 9
I n P h a s e 2 A , t h e M P 4 0 0 U V t r e a t m e n t p r i o r t o c h lo r a m i n a t i o n s l i g h t ly l o w e r e d th e
p r o p o r t i o n o f T O X fr o m H A A 9 a n d T H M 4 w h e n c o m p a r e d t o t h e M P 10 0 a n d L P 40 0 N H 2C I
t r e a t m e n t s T h e k n o w n T O X i n t h e M P 10 0 t r e a t m e n t w a s o n l y s l i g h t ly h i g h e r t h a n t h e L P 4 0 0
t r e a t m e n t . T h i s tr e n d w a s n o t s e e n i n t h e k n o w n T O X m e a s u r e d u s i n g t h e I C . I n s t e a d , t h e I C
m e t h o d i n d i c a t e d t h a t t h e M P 10 0 N H 2C I t r e a t m e n t c r e a t e d a g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n o f T O C l +
T O B r t h a n t h a t o f t h e L P 4 0 0 a n d M P4 00 N H 2 C I t r e a t m e n t s , w h i l e t h e t r e a t m e n t p r o d u c in g t h e
s m a l l e s t c o n c e n t r a t i o n o f T O C l + T O B r w a s t h e M P 40 0 N H 2C I . T h i s t r e n d w a s n o t c o n s i st e n t in
t h e T O X v a l u e s a n d in s t e a d , t h e M P 10 0 N H 2C I t r e a t m e n t p r o d u c e d t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n o f
T O X . A s s t a t e d e a r l i e r , it s h o u l d b e n o t e d t h a t i n t h i s s e c t i o n , t h e T O X a n a ly z e r w a s h a v i n g
s o m e t e c h n i c a l p r o b l e m s , s o t h e s e T O X v a l u e s m a y n o t b e c o r r e c t I n s p i t e o f t h i s i n s t r u m e n t
m a l f u n c t i o n , t h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X (u s i n g t h e T O X a n a ly z e r
'
s r e s u l t s ) w a s h i g h e s t f o r
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t h e L P 4 0 0 N H 2 C I s a m p l e a t 7 5 % a n d l o w e s t f o r t h e M P 10 0 N H 2 C I s a m p l e , a t 2 1% . P e r c e n t a g e s
o f u n k n o w n T O X
,
T O C l
,
a n d T O B r w e r e h i g h e s t f o r M P 100 N H 2C I , l o w e s t f o r T O X a n d T O C l
i n t h e M P 4 0 0 N H 2C I s a m p l e , a n d l o w e s t f o r u n k n o w n T O B r i n t h e L P 4 00 N H 2 C I s a m p l e
W i t h t h e c h lo r i n a t e d s a m p l e s i n P h a s e 2 A , t h e o r g a n i c h a l o g e n c o n c e n t r a t i o n i n T H M 4
a n d H A A 9 w a s g r e a t e s t f o r t h e M P 4 0 0 C I2 s a m p le (2 18 ^ g C l / L ) . T O C l + T O B r r e s u l t s s u p p o r t
t h i s t r e n d (2 0 6 |x g C l/ L v e r s u s 1 94 pi g C l/ L f r o m L P 4 0 0 t r e a t m e n t ) . H o w e v e r , i t i s p o s s i b l e t h a t
t h e s e v a l u e s a r e n o t s t a t i s t i c a l ly s i g n i fi c a n t b e c a u s e o r g a n i c i o d in e w a s n o t f a c t o r e d i n t o t h e T O X
v a lu e s . T h i s t r e n d w a s n o t c o n s i s t e n t i n t h e T O X r e su l t s , w h i c h s h o w e d t h a t L P 4 0 0 tr e a t m e n t
p r o d u c e d a g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n (3 0 7 jAg C l / L ) t h a n t h e M P 4 00 t r e a t m e n t ( 2 00 \i g C l / L ) A g a i n ,
t h i s r e s u l t m a y h a v e b e e n d u e t o t h e p r o b l e m s t h e i n s t r u m e n t w a s e x p e r i e n c in g a t t h e t i m e T h e
L P 40 0 t r e a t m e n t p r o d u c e d 3 0% u n k n o w n T O X , w h i l e t h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X f o r
M P 4 00 t r e a t m e n t w a s n o t d i s t i n g u i s h a b l e f r o m 0 (n d ) . T O C l + T O B r c o n c e n t r a t i o n s f o r b o t h
L P 40 0 a n d M P4 00 t r e a t m e n t s w e r e a l s o n o t d e fi n e d T h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O C l f o r t h e s e
t w o t r e a t m e n t s w a s a b o u t t h e s a m e : M P 4 00 p r o d u c e d 2 7% u n k n o w n T O C l , w h i l e L P 4 00
p r o d u c e d 23 % . T h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O B r f o r t h e s e t r e a t m e n t s w e r e in d i s t i n g u i s h a b l e
f r o m 0
,
a s w e l l .
I n P h a s e 2 B
,
t h e t r e n d s w e r e v i r t u a l l y in d i s t in g u i s h a b l e O r g a n i c h a l o g e n i n T H M 4 a n d
H A A 9 w a s g r e a t e s t f o r t h e M P 4 0 0 N H 2C I s am p l e (6 6 . 8 jx g a s C l / L ) , w h i l e t h e L P 4 00 s a m p l e
(6 6 . 0 \i g a s C l / L ) w a s s l i g h t l y l o w e r t h a n t h e M P 4 0 0 T h e M P 10 0 s a m p l e h a d t h e l o w e s t
c o n c e n t r a t i o n o f k n o w n T O X (6 2 5 pi g a s C l/ L ) . T O C l + T O B r v a l u e s w e r e 16 6 pi g a s C l / L f o r
t h e M P 10 0 N H 2C I s am p l e , 15 2 fx g a s C l / L f o r M P 4 00 N H 2 C I , a n d 14 9 \i g a s C l / L f o r t h e L P 4 00
N H 2C I s a m p l e . M P l OO N H 2 C I h a d a T O X c o n c e n t r a t i o n o f 2 8 5 \i g a s C l / L , w h i l e L P 40 0 N H 2C I
h a d a T O X c o n c e n t r a t i o n o f 2 7 6 \i g a s C l / L , a n d M P 40 0 N H 2 C I w a s 2 7 2 \i g a s C l / L . T h e
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p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O X (f r o m T O X ) w e r e 7 8 % , 7 6 % , a n d 75 % f o r M P 10 0 N H 2 C I , L P 4 00
N H 2C I , a n d M 4 0 0 N H 2 C I , r e s p e c t i v e ly . T h e p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n o r g a n i c h a l o g e n , T O C l ,
a n d T O B r a l s o f e l l a r o u n d t h e s a m e r a n g e : f o r M P 100 N H 2C I t h e p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O X ,
T O C l , a n d T O B r w e r e 6 2 %) , 6 4 %) , a n d 66 %) , r e s p e c t i v e l y , w h i l e t h e o t h e r s a m p l e s h a d r e l a t iv e l y
t h e s a m e v a lu e s .
T h e c h l o r i n a t e d s a m p l e s i n P h a s e 2 B h a d s l i g h t l y h i g h e r v a l u e o f o r g a n i c h a l o g e n i n
H A A 9 a n d T H M 4 i n t h e M P 4 0 0 s a m p l e (3 2 6 \i g a s C l/ L ) t h a n i n t h e L P 4 0 0 s am p l e (2 7 8 \x g a s
C l/ L ) . T h i s t r e n d w a s c o n s i s t e n t w i t h t h e T O C l + T O B r v a l u e s T h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n
T O X w a s v e r y l o w i n b o t h t r e a t m e n t t y p e s ; a s L P 4 0 0 c o n t a i n e d o n ly 1% u n k n o w n T O X a n d
M P4 00 c o n t a i n e d 4 % T h e p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O C l , a n d T O B r w e r e a l l i n d i s t in g u i s h a b l e
f r o m 0 p r o v i d i n g c o m p a r a b l e r e s u l t s t o t h a t o f u n k n o w n o r g a n i c h a l o g e n .
I n P h a s e 3A P r e - N F
,
a m o n g a l l o f t h e U V t r e a t m e n t s p r i o r t o c h l o r a m i n a t i o n , M P 40 0
p r o d u c e d t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n ( 2 4 2 |x g C l / L ) o f o r g a n i c h a l o g e n a c c o u n t e d f o r f r o m H A A 9
+ T H M 4
,
w h i l e M P l OO p r o du c e d t h e h i g h e s t (6 8 . 8 [i g a s C l / L ) , a n d L P 4 0 0 w a s j u s t s l i g h t l y
l o w e r (6 6 . 0 |x g a s C l/ L ) . A m o n g t h e T O C l + T O B r v a lu e s , t h e M P a n d L P t r e a t m e n t s w i t h p o s t -
c h l o r a m i n a t i o n s a m p l e s w e r e i n d i s t i n g u i s h a b l e : M P 4 0 0 p r o d u c e d 12 9 pi g a s C l / L , L P 40 0
p r o d u c e d 12 0 |x g a s C l / L , a n d M P l OO p r o d u c e d 12 1 fx g a s C l /L . F o r t h e T O X v a lu e s , L P 4 00 ,
M P l OO, a n d M P4 0 0 t r e a t m e n t w i t h p o s t - c h l o r a m i n a t i o n r e s u l t e d i n 2 3 7 \x g a s C l / L , 2 3 4 \i g a s
C l/ L
,
a n d 12 7 \i g a s C l / L , r e s p e c t i v e l y . T h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X f o r t h e s e s a m p l e s
r e f le c t e d t h i s t r e n d a s w e l l : M P 4 0 0 w i t h 8 1% , w h i l e L P 4 0 0 a n d M P l OO w e r e w i t h i n 2 % o f e a c h
o t h e r , 7 2% a n d 4 1% , r e s p e c t i v e ly . T h e p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O C l , a n d T O B r d e t e r m i n e d
fr o m t h e I C w e r e s i m i l a r f o r b o t h L P 40 0 a n d M P l OO t r e a t m e n t s ; h o w e v e r , f o r M P 4 0 0 , t h e v a l u e s
w e r e s i g n i fi c a n t ly h i g h e r , w h i c h i s c o n s i s t e n t w i t h t h e t r e n d s s h o w n b y t h e p e r c e n t a g e s u n k n o w n
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T O X a n d o r g a n i c h a l o g e n A n e x p l a n a t i o n f o r t h i s t r e n d c o u l d b e t h a t t h e P r e - N F w a t e r s w e r e
n o t t r e a t e d w i t h o z o n e o r p e r o x i d e s l i k e t h e o t h e r p h a s e s , a n d t h a t t h e y w e r e a l s o s p i k e d w i t h
b r o m i d e a n d i o d i d e .
P h a s e 3A P r e - N F
'
s c h l o r i n a t e d s a m p l e s s h o w e d h i g h e r o r g a n i c h a l o g e n a c c o u n t e d f o r i n
H A A 9 + T H M 4 a f t e r M P 4 00 t r e a t m e n t ( 4 99 [x g C l / L ) t h a n a ft e r t h e L P 4 0 0 t r e a t m e n t ( 4 47 \i g
C l / L ) T O C l + T O B r v a l u e s s h o w e d t h a t L P 40 0 c r e a t e d a h i g h e r c o n c e n t r a t i o n (3 0 5 \i g C l / L )
t h a n t h e M P 4 00 t r e a t m e n t (2 3 0 \i g C l / L ) T h e d i f f e r e n c e i n T O X b e t w e e n M P 4 0 0 a n d L P 4 0 0
t r e a t m e n t s w e r e t r i v i a l a s t h e y r e s u l t e d in c o n c e n t r a t i o n s o f 3 5 1 \i g C l / L a n d 3 37 |x g C l / L ,
r e s p e c t i v e l y . B e c a u s e t h e o r g a n i c h a lo g e n v a l u e s i n T H M 4 a n d H A A 9 w e r e s o h i g h i n th i s
p h a s e , i n s t r u m e n t a n a l y s i s m a y h a v e b e e n c o m p r o m i s e d , t h e l i n e a r r a n g e o f d e t e c t i o n m a y h a v e
b e e n e x c e e d e d , a n d d a t a i n t e r p r e t a t i o n m a y n o t b e p o s s i b l e
F o r P h a s e 3A P o s t - N F
,
t h e o r g a n i c h a l o g e n a c c o u n t e d f o r i n H A A 9 + T H M 4 f o r t h e U V
t r e a t e d a n d c h l o r a m i n a t e d s am p l e s w e r e l o w e r t h a n i n t h e o t h e r p h a s e s I n t h i s p h a s e , t h e M P 40 0
tr e a t m e n t c r e a t e d t h e h i g h e s t a m o n g a l l o f t h e U V t r e a t m e n t s ( 3 3 3 jx g C l/ L ) L P 4 00 a n d MP l OO
t r e a t m e n t s p r o d u c e d s im i l a r k n o w n T O X c o n c e n t r a t i o n s , w i t h i n 1% o f e a c h o t h e r , a t 2 2 . 3 ^i g
C l / L a n d 2 1 2 ji g C l/ L , r e s p e c t i v e ly T h o u g h t h e s e v a l u e s w e r e m u c h l o w e r t h a n i n t h e p r e v i o u s
p h a s e s , t h e T O C l + T O B r v a l u e s w e r e s t i l l q u i t e h i g h , p e r h a p s i n d i c a t i n g t h a t t h e n a n o f i l t e r d i d
n o t c o m p l e t e ly r e m o v e a l l p r e c u r s o r s f o r t h e s e t y p e s o f c o m p o u n d s . F o l l o w i n g t h e t r e n d f o r
H A A 9 + T H M 4 , M P 4 0 0 p r o d u c e d t h e m o s t T O X ( 10 2 |. i g C l / L ) , L P 4 00 p r o d u c e d 9 7 . 7 \i g C l / L
o f T O X
,
a n d M P 10 0 p r o d u c e d 94 7 |x g C l / L ; h o w e v e r , t h e s e v a l u e s a r e s o c l o s e t o e a c h o t h e r
t h a t t h i s t r e n d i s v ir t u a l l y t r i v i a l . T h e T O X c o n c e n t r a t i o n s , h o w e v e r , w e r e m u c h l o w e r t h a n i n t h e
p r e v i o u s p h a s e s . L P 4 0 0 a n d M P4 00 t r e a t m e n t s p r o d u c e d s i m i l a r T O X c o n c e n t r a t i o n s a t 5 0 . 0 fx g
C l/ L a n d 47 8 ^ g C l/ L , r e s p e c t i v e ly , w h i l e M P 10 0 p r o d u c e d t h e l e a s t a m o u n t o f T O X (3 34 [i g
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C l / L ) T h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X w a s lo w e r t h a n i t s a n t i c i p a t e d v a lu e b e t w e e n 6 0 % a n d
80% f o r a l l o f th e s e s a m p l e s . L P 40 0 t r e a t m e n t c r e a t e d t h e h i g h e s t p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X
(5 5 % ) c o m p a r e d w i t h t h e o t h e r U V t r e a t m e n t s f o r c h l o r a m i n a t e d w a t e r s T h e p e r c e n t a g e f o r





i n d i c a t i n g t h a t p e r h a p s t h e T O X a n a l y z e r w a s n o t e f f e c t i v e i n r e a d in g
t h i s s am p l e , w h i l e M P 4 00 N H 2 C I c o n t a i n e d 30 % P e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O B r w e r e h i g h e s t
w it h t h e M P 10 0 t r e a t m e n t a t 9 1% a n d l o w e s t w i t h t h e M P 4 0 0 t r e a t m e n t a t 8 8% . T h e p e r c e n t a g e s
o f u n k n o w n T O C l i n t h e U V t r e a t e d a n d c h l o r a m i n a t e d s a m p l e s w e r e 5 2 %o f o r L P 4 0 0 N H 2 C I ,
3 7% f o r M P 4 00 N H 2 C I , a n d 18 % f o r M P 10 0 N H 2C I
I n P h a s e 3 A P o s t - N F , t h e w a t e r s a m p l e s t r e a t e d w i t h U V a n d c h l o r i n e p r o du c e d m u c h
h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f o r g a n i c h a l o g e n i n H A A 9 + T H M 4 a n d T O X t h a n i n t h e U V t r e a t e d a n d
c h l o r a m i n a t e d w a t e r s . P e r h a p s t h e s e r e s u l t s a r e a n in d i c a t i o n t h a t n a n o fi l t e r s a r e m o r e e f f e c t i v e
f o r r e m o v i n g c h l o r am i n a t i o n b y - p r o d u c t p r e c u r s o r s t h a n t h o s e f o r c h l o r i n a t e d D B P s L P 4 0 0 a n d
c h l o r i n a t i o n c r e a t e d s l i g h t l y m o r e k n o w n T O X (3 9 5 |x g a s C l/ L ) t h a n M P 4 0 0 p l u s c h l o r in a t io n
( 3 88 |x g a s C l / L ) , b u t t h i s d i f f e r e n c e i s i n d i s t in g u i s h a b l e . T h o u g h , t h i s t r e n d w a s c o n s i s t e n t w i t h
t h e T O C l + T O B r
,
w h e r e L P 4 0 0 C I 2 p r o d u c e d 2 34 ^i g C l / L a n d M P4 0 0 p r o d u c e d 17 8 \i g C l / L .
T h i s t r e n d w a s n o t c o n s i s t e n t f o r T O X ; in s t e a d , M P 4 00 C I 2 c r e a t e d s l i g h t l y m o r e T O X (2 0 8 \i g
C l/ L ) t h a n L P 4 0 0 C I 2 ( 1 9 1 n g C l / L ) . T h e p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O X , o r g a n i c h a l o g e n , T O C l ,
a n d T OB r w e r e a l l n o t d e f i n a b l e (n d ) , p e r h a p s a s a r e su l t o f t h e h i gh c o n c e n t r a t i o n s o f T H M 4 +
H A A 9 .
3 . B . G r o w t h I n h i b i t i o n A s s a y (G I A )
T h e r e s u l t s p r e s e n t e d i n t h i s s e c t i o n a r e g r o u p e d i n t o t w o e x p e r i m e n t s e t s T h e o bj e c t i v e
o f t h e f i r s t s e t w a s t o u s e t h e g r o w t h i n h i b i t i o n a s s a y (G IA ) t o c o m p a r e th e g r o w t h i n h i b it i v e
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e f f e c t s o f w a t e r t h a t h a d u n d e r g o n e d i f f e r e n t t y p e s o f d i s i n f e c t i o n , w h i l e t h e s e c o n d s e t w a s
p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e t h e c o m b i n e d g r o w t h i n h i b i t i v e e f f e c t s o f B r A A a n d i o d o a c e t i c a c i d
( l A A ) i n t h e s am e m a t r i x a l s o u s in g t h e G IA .
I n t h e fi r s t s e t
,
s u r f a c e w a t e r f r o m O WA SA (C a r r b o r o , N C ) w a s c o n c e n t r a t e d b y r e v e r s e
o s m o s i s (R O ) t o a c h i e v e a T O C c o n c e n t r a t i o n o f 6 5 m g C /L , e q u i v a l e n t t o a c o n c e n t r a t i o n f a c t o r
o f 1 0 . T h e s a m p l e s w e r e p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e p r o c e d u r e o n p a g e 55 i n t h e M e t h o d s s e c t i o n
S a m p l e s C , S C B , S C I , P r e
- C B
,
P r e - C I
,
L G W Q , 4 0 C B r A A , a n d B r A A (p o s i t iv e c o n t r o l ) w e r e
p r e p a r e d f o r t h i s s e t a n d t h e i r p r e p a r a t i o n i s s u mm a r i z e d i n T a b l e 2 . 6 . T h e s e r i e s o f d i l u t i o n s
w e r e p r e p a r e d a s p e r c e n t a g e s o f t h e o r i g in a l s o l u t i o n , w h i c h w e r e c o n v e rt e d t o T O C
c o n c e n t r a t i o n s t h a t h a d b e e n a dj u s t e d f o r a d d i t i o n o f c u l t u r e m e d i a d u r i n g t h e s a m p l e p r e p a r a t i o n
p r o c e s s o f t h e G I A .
A 4 0% s o l u t i o n o f s a m p l e C w a s s e l e c t e d b e c a u s e i n p r e li m i n a r y t r i a l r u n s t h i s s o l u t i o n
d i d n o t i n h ib i t t h e g r o w t h o f t h e a s s a y c e l l s S am p l e C (u n d i l u t e d ) w a s r u n a g a i n f o r t h i s
e x p e r i m e n t s e t t o e n s u r e t h a t a 4 0% d i lu t i o n w o u l d n o t i n h i b i t c e l l g r o w t h . T O C o f t h e s a m p l e a t
t h i s d i lu t i o n w a s 2 3 m g C /L F i g u r e 3 . 1 s h o w s th e r e s u l t s f o r v a r y i n g T O C c o n c e n t r a t i o n s o f
s a m p l e C A t a T O C c o n c e n t r a t i o n o f 2 3 m g C /L (e q u iv a l e n t t o t h e 4 0 % C s o l u t i o n ) , t h e
p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y w a s 1 10 % ± 10 , i n d i c a t i n g t h a t t h e d i l u t i o n a t t h a t T O C c o n c e n t r a t i o n
d i d n o t i n h i b i t t h e g r o w t h o f t h e a s s a y c e l l s
P r e - f o r m i n g a r e a c t i o n m i x t u r e o f c h l o r i n e w it h b r o m i d e o r i o d i d e p r i o r t o a d d it i o n o f
N OM w a s c a r r i e d o u t t o g e n e r a t e h i g h e r l e v e l s o f b r o m i n e - o r i o d i n e - c o n t a i n i n g D B P s w i t h a
p o t e n t i a ll y h i g h e r i n h i b i t i v e e f f e c t o n c o l o n c e l l g r o w t h . S am p l e s C , S C B , S C I , P r e - C B , a n d
P r e - C I w e r e a l s o e x t r a c t e d f o r H A A 9 w i t h i n a w e e k o f q u e n c h i n g fr e e C I 2 t o q u a n t i f y t h e i r
c o n c e n t r a t i o n s i n t h e s a m p l e s D e t a i l s f o r t h i s p r o c e d u r e c a n b e f o u n d i n s e c t i o n 2 B . l c o f t h i s
8 8
r e p o r t .
T h e o b j e c t i v e o f t h e s e c o n d e x p e r im e n t s e t w a s t o d e t e r m i n e t h e c o m b i n e d g r o w t h
i n h i b i t i v e e f f e c t s o f B r A A a n d l A A t o g e t h e r u s i n g t h e G I A . T h e s e c o m p o u n d s w e r e s e l e c t e d
b e c a u s e t h e y h a v e b e e n f o u n d t o b e a m o n g t h e m o s t c y t o t o x i c o f t h e H A A s p e c i e s (P l e w a e t a l ,
2 0 0 2 ) A f r e s h s a m p l e C w a s p r e p a r e d i n t h e s a m e w a y a s d e s c r i b e d i n t h e M e t h o d s s e c t i o n a n d
w a s u s e d t o p r e p a r e a n o t h e r 4 0 % m a t r i x s o l u t i o n w it h a T O C c o n c e n t r a t i o n o f 2 3 m g C / L i n
M 3 : 1 0 C u l t u r e M e d i a . T h e s am p l e s t h a t w e r e p r e p a r e d f o r t h i s e x p e r i m e n t s e t w e r e C , 4 0 C
B r A A
,
4 0 C l A A
,
a n d 4 0 C B r A A & l A A a n d a r e a l s o d e s c r i b e d i n t h e M e t h o d s s e c t i o n (2 . B . 2 ) .
3 . B . l . T r e a t e d W a t e r C o n c e n t r a t e s
T h e c o l o n c e l l s w e r e e x p o s e d t o s e r i a l d i l u t i o n s o f e a c h s a m p l e (C , S C B , S C I , P r e - C B ,
P r e - C I , a n d L G W Q) w i t h a c o n t r o l (p r e p a r e d M E M c u l t u r e m e d i a ) F o r a l l o f t h e s am p l e s
e x c e p t L G W Q, t h e fi n a l T O C c o n c e n t r a t i o n s a f t e r e a c h s e r i a l d i l u t i o n w a s 0 mg C /L ( c o n t r o l) ,
0 3 m g C /L , 0 . 6 m g C / L , 3 m g C / L , 6 m g C / L , 12 m g C / L , 2 3 mg C /L , 2 9 m g C /L , 3 5 m g C /L ,
4 6 m g C / L , a n d 5 8 m g C /L . F o r t h e L G W Q s am p l e , t he s e r i a l d i l u t i o n s a r e r e p r e s e n t e d b y t h e
p e r c e n t a g e o f o r i g i n a l s a m p l e i n t h e d i l u t i o n : 0 % , 0 . 5% , 1% , 5% , 10 % , 2 0 % , 4 0 % , 5 0% , 6 0 %
80 %
,
10 0 % . T h e s e d i lu t i o n s w e r e p r e p a r e d a s d e s c r i b e d i n t h e M e t h o d s s e c t i o n F i g u r e 3 1
t h r o u g h F i g u r e 3 . 6 s h o w t h e e f f e c t o n c e l l d e n s i t y o f t h e s e s o l u t i o n s w i t h t h e fi r s t d a t a p o i n t f o r
t h e c o n t r o l ( s h o w n a t 0 . 0 1 m g C /L , o r 0% f o r L G W Q) r e p r e s e n t i n g t h e a v e r a g e p e r c e n t a g e o f
c e l l d e n s i t y t o w h i c h n o s a m p l e C w a s a d d e d . T h e r e s u l t s f o r t h e s e s a m p l e s a r e d i s p l a y e d i n
T a b l e 3 2 t h r o u g h T a b l e 3 . 7 . A n I C 50 v a l u e , w h i c h r e p r e s e n t s h a l f t h e m a x i m a l in h i b i t o r y
c o n c e n t r a t i o n o f t h e s a m p l e , c o u l d n o t b e c a l c u l a t e d f r o m t h e s e a s s a y r e s u l t s I n s t e a d , a n I C 90
f o r e a c h s a m p l e (e x c e p t L G W Q) w a s d e t e r m in e d b y i n t e r p o l a t i n g t h e T O C c o n c e n t r a t i o n a t 9 0%
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c e l l d e n s i ty f r o m t h e d o s e - r e s p o n s e c u r v e . B e c a u s e t h e g r a p h u s e s a l o g a r i t hm i c s c a l e , t h i s d a t a
p o i n t c o u l d n o t b e g r a p h e d a t
"
0 m g C /L
"
a l o n g t h e x
- a x i s , s o i t w a s p l o t t e d a t 0 . 0 1 m g C /L . T h e
v a lu e s p r i n t e d o n t h e g r a p h a t e a c h d a t a p o i n t r e p r e s e n t t h e a v e r a g e p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s it y
o b t a i n e d f o r t h a t d i lu t i o n o f t h e s am p l e S t a n d a r d d e v i a t i o n s f o r e a c h d a t a p o i n t w e r e a l s o
c a l c u l a t e d f o r a n n = 8
,
r e p r e s e n t e d b y t h e e r r o r b a r s .
A f t e r 3 d a y s h o l d i n g t im e i n t h e i n c u b a t o r , t h e m i c r o p l a t e s w e r e a n a l y z e d f o r c e l l d e n s i t y
u s i n g t h e W a l l a c P l a t e R e a d e r , a s d e s c r i b e d i n t h e M e t h o d s s e c t i o n . T h e W a l l a c P l a t e R e a d e r
r e a d s t h e a b s o r b a n c e o f e a c h w e l l o n t h e m i c r o p l a t e a t a w a v e l e n g t h o f 6 0 0 n m . T o d e t e r m i n e t h e
a v e r a g e p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y p e r d i l u t i o n o f t h e s a m p l e t h e c a l c u l a t i o n s w e r e p e r f o r m e d i n
t h e f o l l o w i n g m a n n e r . F i r s t , t h e a b s o r b a n c e s o b t a i n e d f o r t h e b a c k g r o u n d c o l u m n w e r e a v e r a g e d .
E a c h a b s o r b a n c e u n d e r t h e c o n t r o l c o lu m n w a s s u b t r a c t e d b y t h e a v e r a g e b a c k g r o u n d
a b s o r b a n c e t o o b t a i n a
"
c o r r e c t e d c o n t r o l
"
v a l u e
,
a n d a l l 8 c o r r e c t e d c o n t r o l v a lu e s w e r e
a v e r a g e d . A s a m p l e c a l c u l a t i o n f o r d e t e r m i n i n g c o r r e c t e d c o n t r o l c a n b e f o u n d b e l o w u s i n g
0 . 4 14 a s t h e a b s o r b a n c e f r o m a c o n t r o l w e l l a n d 0 . 0 8 4 fr o m a b a c k g r o u n d w e l l
C o r r e c t e d c o n t r o l = C o n t r o l - A v e r a g e b a c k g r o u n d = 0 . 4 14
- 0 . 0 8 6 = 0 . 3 2 8
N e x t
,
e a c h c o r r e c t e d c o n t r o l o f t h e 8 v a l u e s w a s d i v i de d b y t h e a v e r a g e c o r r e c t e d c o n t r o l a n d
m u l t i p l i e d b y 100 t o o b t a in a
"
% o f c o n t r o l ,
"
a l s o r e p r e s e n t i n g p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s it y
/
% of C o n t r o l =
C o r r e c t e d c o n t r o l
^
A v e r a g e c o r r e c t e d c o n t r o l ^
10 0 = ^ ^ - 10 0 = 9 1%
l o . 36 i ;
T h e s e % c o n t r o l v a l u e s w e r e a v e r a g e d a n d a s t a n d a r d d e v i a t i o n w a s c a l c u l a t e d T h e r a w
a b s o r b a n c e v a l u e s i n t h e r e m a i n i n g c o l u m n s w e r e t r e a t e d t h e s a m e w a y : a c o r r e c t e d v a l u e w a s
o b t a i n e d b y s u b t r a c t in g t h e a v e r a g e b a c k g r o u n d v a l u e fr o m e a c h r a w a b s o r b a n c e v a l u e u n d e r
9 0
t h a t c o lu m n
,
t h e c o r r e c t e d a b s o r b a n c e v a l u e s w e r e a v e r a g e d , e a c h c o r r e c t e d a b s o r b a n c e v a l u e
w a s d i v i d e d b y t h e a v e r a g e c o r r e c t e d c o n t r o l a n d t h e n m u l t i p l i e d b y 10 0 t o g e t a
" % o f c o n t r o l "
v a l u e T h e s e
" % o f c o n t r o l " v a lu e s
,
o r
" % c e l l d e n s i t y ,
"
w e r e a v e r a g e d a n d u s e d t o c a l c u l a t e a
s t a n d a r d d e v i a t io n ( n = 8 ) a n d t h e n g r a p h e d l o g a r i t h m i c a l l y w it h r e s p e c t t o t h e B r A A
c o n c e n t r a t i o n t o w h i c h t h e c e l l s w e r e e x p o s e d T h e s e g r a p h s a r e r e f e r r e d t o a s d o s e
- r e s p o n s e
c u r v e s .
T h e r a w d a t a o b t a i n e d f o r s am p l e s B r A A a n d 4 0C B r A A (F i g u r e 3 . 7 - F i g u r e 3 . 8 ) w e r e
a n a l y z e d i n t h e s a m e m a n n e r a s de s c r i b e d a b o v e T h e c o n c e n t r a t i o n s o f B r A A t h a t w e r e u s e d
w e r e 0 (c o n t r o l ) , 1 0 0 x 10
"
^ 5 0 0 x 1 0
"
^ 8 0 0 x 10 ^ 1 . 0 0 x l O
"
^ 2 . 0 0 x 10 ^ 3 0 0 x l O
"
^ 4 00 x 1 0 ^
5 . 0 0 x 10
'
^ 6 . 0 0 x 1 0 ^ a n d 1 . 0 0 x 10
' * M I f t h e a v e r a g e % c e l l d e n s i t y w a s c a l c u l a t e d t o b e a




a n d n o e r r o r b a r s w e r e s e t f o r t h a t v a lu e A n
I C 5 0 v a l u e , w h i c h r e p r e s e n t s h a l f t h e m a x i m a l i n h i b i t o r y c o n c e n t r a t i o n o f t h e s a m p l e , w a s
d e t e r m i n e d b y e x t r a p o l a t in g t h e c o n c e n t r a t i o n a t 5 0 % c e l l d e n s i t y f r o m t h e d o s e - r e s p o n s e c u r v e
T h e r e su l t s f o r t h e s e t w o g r a p h s a r e d i s p l a y e d i n T a b l e 3 . 8 a n d T a b le 3 9 . B e c a u s e t h e g r a p h u s e s
a l o g a r i t h m i c s c a le , t h e fi r s t d a t a p o i n t c o u l d n o t b e g r a p h e d a t a c o n c e n t r a t i o n o f
"
0 M " a l o n g
t h e X - a x i s , s o i t w a s p l o t t e d a t 1 0 0 x 1 0
' ^ M B r A A T h e n u m b e r s n e x t t o e a c h d a t a p o i n t r e p r e s e n t
th e a v e r a g e p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y o b t a i n e d f o r t h a t d i l u t i o n o f t h e s am p l e S t a n d a r d
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TO C (m g C/ L )
10 0
F ig u r e 3 1 S a m p le C R O c o n c e n t r a t e d w a t e r w a s d o s e d w i t h 3 2 5 mg /L C I 2 a n d w a s q u e n c h e d
f o r f r e e C I 2 a f t e r 5 d a y s h o ld i n g t im e w i t h 3 4 0 m g /L a s c o r b i c a c i d T h e e r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e
s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t . A n I C 90 v a lu e w a s d e t e r i n e d t o b e a t a T O C
c o n c e n t r a t i o n o f 5 4 m g C /L .
T a b l e 3 2 R e s u l t s f r o m s a m p l e C a s s a y .
[T O C ] (m g C / L )
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 (c o n t r o l ) 1 0 0 % ± 6
0 3 1 0 3 % ± 7
0 6 10 7 % ± 1 1
1 1 0 % ± 9
10 5 % ± 12
12 10 7 % ± 9
2 3 1 10 % ± 10








10 9 % ± 9
9 6 % ± 4





















$ 1 0 4 i 1 0 6
S C B
1 1 4
^ 19 1 17
T « i i g





10 1 0 0
TO C (m g C/ L )
F ig u r e 3 2 S am p l e S C B R O c o n c e n t r a t e d w a t e r w a s s p i k e d w it h 1 0 m g / L B r
"
, d o s e d w i t h 3 2 5
mg /L C I 2 , a n d w a s q u e n c h e d f o r f r e e C I 2 a f t e r 5 d a y s h o l d i n g t i m e w i t h 3 4 0 m g / L a s c o r b i c a c i d
T h e e r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t A n I C 9 0 v a l u e w a s
d e t e r m i n e d t o b e a t a T O C c o n c e n t r a t i o n o f 5 4 m g C / L
T a b l e 3 3 R e su l t s f r o m s am p l e S C B a s s a y
[T O C ] ( m g C / L )
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 (c o n t r o l ) 10 0 % ± 3
0 3 10 4 % ± 4
0 6 1 12 % ± 1 1
1 1 8 % ± 12
1 14 % ± 15
1 2 1 19 % ± 14
2 3 1 17 % ± 14
2 9 1 19 % ± 16
3 5 10 9 % ± 9
4 6 9 7 % ± 9
5 8 8 8 % ± 8
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t 10 7
T O C (m g C/ L)
F ig u r e 3 3 S am p l e S C I . R O c o n c e n t r a t e d w a t e r w a s s p i k e d w i t h 1 0 m g /L F , d o s e d w i t h 3 2 5
m g / L C I 2 , a n d w a s q u e n c h e d f o r f r e e C I 2 a f t e r 5 d a y s h o l d i n g t i m e w i t h 3 00 m g /L a s c o r b i c a c i d .
T h e e r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t A n I C 90 v a l u e w a s
d e t e r m i n e d t o b e a t a T O C c o n c e n t r a t i o n o f 4 2 m g C / L
Ta b l e 3 4 R e s u l t s f r o m s am p l e S C I a s s a y
[T O C ] ( m g C / L )
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 (c o n t r o l ) 10 0 % ± 4
0 3 1 1 1 % ± 4
0 6 10 7 % ± 7
1 12 % ± 7
1 1 3% ± 7
1 2 1 1 5 % ± 5
2 3 1 10 % ± 8
2 9 1 0 9 % ± 5
3 5 i o r / o ± 8
4 6 8 5 % ± 5




















0 0 1 0 1
P r e - C B
1 0 8
T 1 06




t ^ t * ^ 1 0 6
'
V A 1 0 2
^ 8 - j
1 0 10 0
T O C (m g C/ L )
F ig u r e 3 4 S am p l e P r e - C B : A p r e - f o r m e d s o l u t i o n o f C I 2 (3 2 5 m g /L ) a n d B r
"
( 1 0 m g / L ) i n t h e
v o l u m e o f t h e f i n a l s a m p l e , w a s p r e p a r e d a n d t h e a d d e d t o t h e R O c o n c e n t r a t e d w a t e r A f t e r 5
d a y s h o l d i n g t im e , fr e e C I 2 w a s q u e n c h e d w i t h 3 70 m g / L a s c o r b i c a c i d T h e e r r o r b a r s r e p r e s e n t
t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t . A n I C 9 0 v a lu e w a s d e t e r m in e d t o b e a t a T O C
c o n c e n t r a t i o n o f 5 2 m g C / L .
T a b l e 3 5 R e s u l t s f r o m s a m p l e P r e - C B
[T O C ] (m g C / L )
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 (c o n tr o l) 10 0 % ± 10
0 3 1 0 8 % ± 1 0
0 6 10 6% ± 7
1 19 % ± 15
1 19 % ± 1 0
1 2 1 18 % ± 10
2 3 I 16 % ± 1 1
2 9 1 14 %± 9
3 5 10 6% ± 6
4 6 1 0 2 % ± 1 3
8 3 % ± 6
95
1 60




S 10 0 *













P r e - C I
1 2 9 1 2 8
_
1 3 1 1 3 3
* t
1 3 0




T O C (m g C/ L )
F i g u r e 3 5 S a m p l e P r e - C L A p r e - f o r m e d s o l u t i o n o f C I 2 a n d T , t o g i v e c o n c e n t r a t i o n s o f 3 2 5
m g / L C I 2 a n d 10 m g /L Y i n t h e v o l u m e o f t h e fi n a l s a m p l e , w a s p r e p a r e d a n d t h e a d d e d t o t h e
R O c o n c e n t r a t e d w a t e r A f t e r 5 d a y s h o l d i n g t i m e , f r e e C I 2 w a s q u e n c h e d w i t h 3 7 0 m g /L
a s c o r b i c a c i d . A n I C 90 v a lu e c o u l d n o t b e d e t e r m i n e d f o r t h i s s a m p l e .
Ta b l e 3 6 R e s u l t s f r o m s am p l e P r e - C L
[T O C ] ( m g C / L )
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 (c o n tr o l ) 10 0 % ± 8
0 3 12 2 % ± 9
0 6 12 2 % ± 9
12 9 % ± 7
12 8 % ± 9
1 2 1 3 1% ± 1 1
2 3 13 3 % ± 6
2 9 1 3 0 % ± 8
3 5 12 6 % ± 8
4 6 1 13 % ± 8
5 8 9 9 % ± 10
96
1 80
= ■ 1 60
I 1 4 0
5 1 2 0




















% o f O r ig i n a l S a m p le
13 9
I I ^ 3 6
1 1 ] ? 12 7
10 8
1 00
F ig u r e 3 6 S a mp l e L G W Q T h i s s a m p l e w a s p r e p a r e d t o d e t e r m i n e t h e g r o w t h i n h i b i t i v e e f f e c t
o f s i m u l a t e d c h l o r i n e r e s i d u a l q u e n c h e d w i t h a s c o r b i c a c i d .
T a b l e 3 7 R e s u l t s f o r s a m p l e L G W Q.
% o f O r i g i n a l
S a m p l e
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 ( c o n t r o l ) 10 0 % ± 8
0 5 1 1 4 % ± 3
1 1 1% ± 8
1 1 9 % ± 9
10 12 1% ± 14
2 0 1 3 0 % ± 13
4 0 13 9 % ± 16
5 0 1 3 5 % ± 14
60 1 3 6 % ± 14
8 0 12 7 % ± 4
10 0 1 0 8% ± 6
9 7
12 0











l E - 0 7
B r A A
9 8









0 . 4 2
l E- 0 5 l E - 0 4
[B r A A ] (M )
F ig u r e 3 7 S am p l e B r A A T h i s s a m p l e w a s p r e p a r e d f o r t h e p u r p o s e s o f b e in g a p o s i t i v e c o n t r o l
V a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s o f B r A A w e r e s p ik e d i n t o M 3 : 1 0 c e l l g r o w t h m e d i a T h e e r r o r b a r s
r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t T h e I C 5 0 v a lu e f o r t h i s s am p l e i s a b o u t
1 . 6 x l O
' ^ M
T a b l e 3 8 R e s u l t s f o r s a m p l e B r A A
[B A A ] (M )
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 ( c o n tr o l ) 1 0 0 % ± 1 0
1 0 0 x 10
'
9 8 % ± 7
5 0 0 x 10
" '
8 5 % ± 10
8 0 0 x 10
" '
7 7 % ± 6
1 00 x 10
"
7 0% ± 9
2 0 0 x 10
"
3 5 % ± 3
3 0 0 x 10
"
1 9 % ± 5
4 0 0 x 10
"
5 % ± 4
5 0 0 x 10
"
0 % ± 0
6 0 0 x 10
"
0 % ± 0
1 0 0 x 10 0 % ± 0
9 8





















! 3 l ;
< H ^
t t
l E- 0 6 .
„ . . , , . . ,
l E- 0 5
[B r A A ] (M )
2 i 2
l E- 0 4
F ig u r e 3 8 S am p l e 4 0 C B r A A S am p l e C w a s d i l u t e d u s in g M 3 : 1 0 g r o w t h m e d i a f o r t h e c e l l s t o
p r o d u c e a 4 0 % s o l u t i o n . B r A A w a s sp i k e d i n t o t h i s 4 0 % s o l u t i o n o f s am p l e C a t v a r y in g
c o n c e n t r a t i o n s t o d e t e r m i n e t h e e f f e c t o f t h e c h l o r i n a t e d m a t r i x o n t h e p o s i t iv e B r A A c o n t r o l
c u r v e . T h e e r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t T h e I C 5 0 v a l u e f o r t h i s
s a m p l e i s a b o u t 1 7 x 10
"
M
Ta b l e 3 9 R e s u l t s f o r s a m p l e 4 0 C B r A A .
[B A A ] (M )
% C e l l D e n s i t y ±
St a n d a r d D e v i a t i o n
0 ( c o n tr o l )
1 0 0 x 1 0
*
1 0 0 % ± 3
9 4 % ± 7
5 0 0 x 1 0
" '
TT
8 7 % ± 8
8 0 0 x 10 7 6 % ± 9
1 0 0 x 10
"
7 2 % ± 10
2 0 0 x 10
"
4 1% ± 6
3 0 0 x 10 2 4 % ± 4
4 0 0 x 10 1 1% ± 3
5 0 0 x 10
-
6 % ± 3
6 0 0 x 10
"
2 % ± 2

















♦ B r AA
A 4 0 C B rA A
l . E - 0 7 l E - 0 6 l E- 05 l E - 0 4
[ B r AA ] (M )
F ig u r e 3 9 R e s u lt s fr o m S am p l e B r A A a n d S a mp l e 4 0 C B r A A g r a p h e d t o g e t h e r . I C 50 v a l u e s f o r
B r A A a n d 4 0C B r A A a r e 1 6 x l O
" ^ M a n d 1 . 7 x 10
" ^ M
,
r e s p e c t iv e l y .
T h e s a m p l e s g r a p h e d i n F i g u r e 3 1 - F i g u r e 3 5 w e r e r e l a t i v e l y n o n - g r o w t h i n h i b i t i v e t o
t h e c o l o n c e l l s a n d L G W Q w a s n o t g r o w t h in h i b i t i v e t o t h e c e l l s e i t h e r (F i g u r e 3 . 6 ); t h u s , I C 50
v a lu e s f o r t h e s e s a m p l e s c o u l d n o t b e e x t r a p o l a t e d f r o m t h e d o s e - r e s p o n s e c u r v e s I n s t e a d , I C 9 0
v a l u e s w e r e c a l c u l a t e d f o r s am p l e s C , S C B , S C I , a n d P r e - C B : i t i s i n t e r e s t in g t o n o t e t h a t f o r a l l
o f t h e s e s am p l e s , t h e p e r c e n t a g e o f c e l l de n s i t y i n c r e a s e d p r i o r t o d e c r e a s i n g . W h i l e t h e s e
s am p l e s d i d n o t i n h i b i t c e l l g r o w t h v e r y m u c h , t h e r e w a s s t i l l a c e r t a i n p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i ty
l o s t b e t w e e n t h e l e a s t c o n c e n t r a t e d d o s e a n d t h e m o s t c o n c e n t r a t e d d o s e T h i s p e r c e n t a g e c a n b e
c a l c u l a t e d b y s u b t r a c t i n g t h e p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y a t t h e m o s t c o n c e n t r a t e d d o s e ( 10 0% o f
s am p l e ) fr o m t h e l e a s t c o n c e n t r a t e d d o s e (0 . 5 % s o lu t i o n o f t h e s a m p l e ) F o r s a m p l e s C , S C B ,
S C I
,
P r e - C B , a n d P r e - C I t h e p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y l o s t w a s 1 7% , 1 6 % , 3 6% , 2 5% , a n d 2 3% ,
r e s p e c t i v e l y B a s e d o n t h e s e fi n d in g s , t h e s a m p l e s c a n b e r a n k e d i n t h e f o l l o w i n g w a y , f r o m
m o s t t o l e a s t g r o w t h i n h ib i t i v e : S C I > P r e - C B > P r e - C I > C ~ S C B
10 0
I n F i g u r e 3 . 7 a n d F i g u r e 3 . 8 , I C 50 v a l u e s c o u l d b e d e t e r m i n e d u s i n g t h e d o s e
-
r e s p o n s e
c u r v e s t h a t w e r e g e n e r a t e d f o r e a c h s a m p l e . T h e B r A A s a m p l e , t h e p o s it i v e c o n t r o l , p r o d u c e d a n
I C 5 0 a t a r o u n d 1 . 6 x l O
" ^ M
, w h i l e t h e 4 0 C B r A A s a m p l e p r o d u c e d a n I C 5 0 a t a r o u n d 1 . 7 x l O
" ^ M
B e c a u s e t h e 4 0 C B r A A s am p l e c o n t a i n e d D B F s t h a t w e r e p r o d u c e d i n t h e C s a m p l e , it w a s
i n i t i a l l y s u p p o s e d t h a t t h e IC 5 0 f o r t h i s s am p l e w o u l d b e l o w e r t h a n t h e I C 5 0 f o r t h e B r A A
s a m p l e I n st e a d t h e r e s u lt s s h o w t h a t t h e I C 5 0 v a lu e f o r b o t h s am p l e s o c c u r r e d a t a r o u n d t h e
s am e c o n c e n t r a t i o n ; t h u s , i n d i c a t i n g t h a t t h e 4 0% C s o lu t i o n d i d n o t i n c r e a s e t h e g r o w t h
i n h i b i t iv e e f f e c t o f t h e m a t r i x .
3 . B . l . a . H A A 9 E x t r a c t i o n
T h e o bj e c t i v e s f o r t h i s p a r t o f t h e e x p e r i m e n t w e r e a ) t o i d e n t i f y a n d q u a n t i f y t h e H A A
s p e c i e s t h a t w e r e p r e s e n t i n s a m p l e s C , S C B , S C I , P r e - C B , a n d P r e - C I b y l i q u i d - l i q u i d
e x t r a c t i o n a n d b ) t o a p p l y t h e s e r e s u l t s t o t h o s e f r o m t h e G I A , a n d e v a l u a t e t h e e f f e c t o f a n H A A
m i x t u r e o n t h e a s s a y c e l l s . T h e r e s u l t s f o r t h i s p a r t o f t h e e x p e r i m e n t c a n b e s e e n i n T a b l e 3 . 10 .
I n T a b l e 3 10 , t h e a s t e r i s k s i n d i c a t e t h a t t h e c h e m i c a l d i d n o t c r e a t e a p e a k r e s p o n s e in t h e
c h r o m a t o g r am (s ) f o r t h a t s a m p l e
" N A
"
d e n o t e s t h a t a n R PD o r R SD c o u l d n o t b e c a l c u l a t e d
b e c a u s e t h e r a w d a t a w e r e e it h e r b e lo w d e t e c t i o n l i m i t o r d i d n o t c r e a t e p e a k r e s p o n s e s i n t h e




s i g n i n d i c a t e s t h a t
t h e c h r o m a t o g r a m p r o d u c e d a p e a k r e s p o n s e f o r t h a t c h e m i c a l ; h o w e v e r , i t w a s b e l o w t h e
r e s p o n s e f o r t h e l o w e s t q u a n t i f i a b l e c o n c e n t r a t i o n
1 0 1
Ta b le 3 1 0 H A A 9 d a t a f o r s a m p l e s C , S C B , SC I , P r e - C B , a n d P r e - C I P e r c e n t a g e s in
p a r e n t h e s e s r e p r e s e n t e i t h e r a R SD ( f o r 3 v a l u e s ) o r a RP D ( f o r 2 v a l u e s )
(C l A A J [B r A A ] [C I 2 A A ] [B r C l A A ] [C r j A A ] (B r ^ A A ] [B r C l z A A ] (B r 2 C I A A l [ B r j A A J
C , A v e r a g e
(H g / L )
17 9 (4 % ) 8 7 8 (3 0% ) 2 7 5 2 ( 1 7 % ) 6 8 8 ( 13 % ) 18 9 6 (4 8 % ) < 2 * (N A ) 13 1 (3 % ) 12 3 (2 2% ) < 4 * (N A )
C (M ) 1 9 0 E - 0 6 6 3 2 E - 0 8 2 13 E - 0 5 3 9 7 E - 0 7 1 6 E - 0 5 1 2 2 E - 0 8 6 3 1E - 0 7 4 8 9 E - 0 8 2 4 5 E - 0 8
SC B , A v e r a g e 132 (7 % ) 6 7 4 (4 % ) 13 2 2 ( 1 8 % ) 9 7 5 ( 12 %) 10 4 4 (2 3 % ) 5 3 9 (1 9 % ) 12 5 6 (4 %) 1 163 (2 % ) 2 8 3 (2 2 % )
SC B (M ) 1 4 0 E - 0 6 4 8 5 E - 0 7 1 0 2 E - 0 5 5 6 2 E - 0 6 6 3 9 E - 0 6 2 4 8 E - 0 6 6 0 7 E - 0 6 4 6 3 E - 0 6 9 5 6 E - 0 7
SC I , A v e r a g e
(>t g / L )
1 3 2 (7 % ) 5 62 (2 % ) 1 7 7 5 (1% ) 4 4 3 (5 % ) 10 5 7 (7 % ) < 2
* (N A ) 17 6 ( 14 % ) < 2 (N A ) < 4 * (N A )
SC I (M ) I 4 0 E - 0 6 4 0 5 E - 0 8 1 3 8 E - 0 5 2 5 5 E - 07 6 4 7E - 0 6 1 2 2 E - 0 8 8 5 0 E - 0 7 7 9 6 E - 0 9 2 4 5E - 0 8
P r e - C B ,
A v e r a g e 13 6 (0 . 3% ) 7 2 7 (5 % ) 16 1 6 ( 17 %) 10 82 ( 18% ) 130 2 (1 % ) 6 6 2 (7 % ) 16 3 2 (6 % ) 15 83 ( 16 % ) 4 4 5 (1 7 % )
P r e - C B (M ) 1 4 4 E - 0 6 5 2 3 E - 07 1 2 5 E - 0 5 6 2 4 E - 0 6 7 9 7 E - 0 6 3 0 4 E - 0 6 7 8 9 E - 0 6 6 3 0 E - 0 6 1 5 1E - 0 6
P r e - C I
,
A v e r a g e 14 7 (9 % ) < 4 (N A ) 16 7 8 (5 % ) 3 6 7 (1 6% ) 1 3 56 ( 30% ) < 2
* (N A ) 12 1 (7 % ) < 2 (N A ) < 4 * (N A )
P r e - C I (M ) 1. 5 6 E - 0 6 2 8 8 E - 0 8 1 3 0 E - 0 5 2 12 E - 0 7 8 3 0 E - 0 6 1 2 2 E - 0 8 5 8 7 E - 0 7 7 9 6 E - 0 9 1 5 9 E - 0 8
* = C h e m ic a l d i d n o t c r e a t e a p e a k r e s p o n s e i n th e c h r o n i a t o g r a m (s ) fo r th a t s a m p l e
N A = RP D o r R SD c o u l d n o t b e c a l c u l a t e d b e c a u s e r a w da ta w e r e b e l o w d e t e c t i o n l im i t o r d i d n o t c r e a t e p e ak
r e s p o n s e i n c h r o m a to g r a m s
B o l d = R P D v a l u e s
< = C hr o m a t o g r a m p r o du c e d a p e a k r e s p o n s e f o r t h e c h e m ic a l , b u t i t w a s be l o w t h e r e s p o n s e f o r t he l o w e s t
qu a n t i f i a b l e c o n c e n t r a t i o n
A f t e r t h e d a t a w e r e c o l l e c t e d f r o m t h e c h r o m a t o g r a m s , t h e H A A 9 c o n c e n t r a t i o n s i n e a c h s a m p l e
w e r e c a l c u l a t e d b y t a k i n g i n t o a c c o u n t a 1 : 1 0 o r 1 : 2 d i l u t i o n f o r c e r t a i n s a m p l e s . T h u s , t h e r e
w e r e 4 a n a l y t i c a l r e s u l t s f o r e a c h s a m p l e t y p e O f t h e s e 4 v a lu e s , 3 o f t h e c l o s e s t fi t t i n g v a l u e s
w e r e s e l e c t e d , a v e r a g e d , a n d a r e l a t i v e s t a n d a r d d e v i a t i o n (R S D ) w a s c a l c u l a t e d I f 3 v a l u e s
c o u l d n o t b e s e l e c t e d b e c a u s e th e v a l u e s w e r e t o o d i s s i m i l a r o r b e l o w t h e p r a c t i c a l q u a n t i fi c a t i o n
l i m i t (PQL ), t h e n t w o v a l u e s w e r e a v e r a g e d a n d a r e l a t i v e p e r c e n t d i f f e r e n c e (R PD ) w a s
c a l c u l a t e d F o r c e r t a i n H A A s , t h e r e w e r e p e a k r e s p o n s e s a t t h e d e s i g n a t e d r e t e n t i o n t i m e , b u t t h e
d e t e c t o r r e s p o n s e t r a n s l a t e d i t t o a c o n c e n t r a t i o n b e l o w t h e P QL A s a r e s u l t , a n a v e
r a g e
c o n c e n t r a t i o n c o u l d n o t b e d e t e r m i n e d f o r t h i s H A A s p e c i e s a n d i t s v a l u e o f < PQL i s p r e s e n t e d
10 2
i n T a b l e 3 10 I n c a s e s w h e r e n o c h r o m a t o g r a p h i c r e s p o n s e w a s o b s e r v e d , t h e v a l u e o n t h e t a b l e
i s r e p r e s e n t e d a s < P QL
*
. E a c h a v e r a g e H A A c o n c e n t r a t i o n w a s t h e n c o n v e r t e d f r o m
"
[i g f L
"
t o
" M " (m o l e s / L ) u s i n g t h e m o l e c u l a r w e i g h t f o r t h e r e s p e c t i v e H A A F o r t h e H A A s t h a t o c c u r r e d
b e l o w d e t e c t i o n l i m i t o r d i d n o t g e n e r a t e a r e sp o n s e d u r i n g G C a n a ly s i s , t h e l o w e s t d e t e c t a b l e
c o n c e n t r a t i o n f o r t h a t H A A w a s u s e d t o c o n v e r t t h e u n it s fr o m " fA g / L
"
t o
" M " t o g e n e r a t e
c o n c e n t r a t i o n s i n u n i t s c o n s i s t e n t w i t h t h e P l e w a e t a l . ( 2 0 0 2 ) a n d D e A n g e l o t o x i c i t y s t u d i e s .
U s i n g t h e a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n f o r e a c h H A A i n u n i t s o f
"
jx g / L
"
,
t h e T O C l
,
T O B r
,
a n d
T O X c o n c e n t r a t i o n f o r e a c h s a m p l e t y p e w a s c a l c u l a t e d , r e s u l t s f o r w h i c h c a n b e f o u n d i n T a b l e
3 . 1 1 . T O C l w a s c a l c u l a t e d b y fi r s t c o n v e r t i n g t h e a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n f o r e a c h H A A fr o m
"




(i g a s C l / L
"
u s i n g a m o la r r a t i o o f c h l o r i n e t o t h e m o l e c u l a r w e i g h t o f t h a t p a r t i c u l a r
H A A
, a n d t h e n b y s u m m i n g t h e s e c o n v e r t e d v a l u e s t o g e t h e r . T O B r w a s c a l c u l a t e d s i m i l a r l y : t h e
a v e r a g e c o n c e n t r a t i o n f o r e a c h H A A w a s c o n v e r t e d fr o m
"




[x g a s B r / L
"
u s i n g a m o l a r
r a t i o o f b r o m i n e t o t h e m o l e c u l a r w e ig h t o f t h a t p a r t i c u l a r H A A , a n d t h e n t h e s e c o n v e r t e d v a l u e s
w e r e s u m m e d t o g e t h e r I n o r d e r t o c a l c u l a t e T O X , t h e T O B r v a l u e m u s t b e c o n v e r t e d i n t o u n i t s
o f
"
n g a s C l/ L ,
"
w h i c h i s d o n e b y m u l t i p l y i n g T O B r (
"
î g a s B r / L
"
) b y t h e m o l a r r a t i o o f
c h l o r i n e t o br o m i n e
,
3 5 . 4 5 : 7 9 9 0 . O n c e t h e u n i t s h a v e b e e n c o n v e r t e d
,
T O C l a n d T O B r (a s \x g
C l / L a n d a s M ) a r e a d d e d t o g e t h e r t o g i v e a n o r g a n o h a l o g e n c o n c e n t r a t i o n
1 0 3
Ta b l e 3 1 1 O r g a n i c h a l o g e n c o n t e n t o f H A A 9 f r o m e x p e r i m e n t a l r e s u l t s o f T a b l e 3 10
O r g a n o c h l o r i n e
( j i g / L a s C I )
O r g a n o b r o m i n e
(H g / L a s C I )
O r g a n o h a l o g e n
C o n t e n t (f i g / L
a s C I )
O r g a n o h a l o g e n
C o n t e n t (M )
2 8 7 5 4 4 2 9 19 8 2 3 x 10
-
S C B 2 2 4 7 10 3 4 3 2 8 1 9 2 6 x 1 0
SC I 1 7 83 43 1 82 6 5 15 x 1 0
-
P r e -
C B
2 7 8 8 1 3 3 8 4 12 6 1 16 x l 0
-
P r e -
C I
1 9 0 8 2 9 19 3 7 5 4 6 x 1 0
-
L o o k i n g a t t h e H A A 9 r e s u l t s i n T a b l e 3 10 , C I 2A A a n d C I 3A A w e r e t h e sp e c i e s t h a t o c c u r r e d a t
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M a n d 10
" * M
,
d e p e n d i n g o n w h e t h e r o r n o t t h e s a m p l e h a d b e e n s p i k e d w i t h b r o m i d e . C l A A
o c c u r r e d a t a r o u n d t h e s am e c o n c e n t r a t i o n f o r e a c h s a m p l e t y p e . E v e n i n s a m p l e s th a t h a d n o t
b e e n s p ik e d w i t h b r o m i d e (C , S C I , a n d P r e - C I ) , th e r e w e r e d e t e c t a b l e c o n c e n t r a t i o n s o f
B r Cb A A a n d B r C l A A , in d i c a t i n g t h e p r e s e n c e o f lo w l e v e l s o f b r o m i d e i n th e s o u r c e w a t e r .
B r aC l A A w a s n o t p r o du c e d a s m u c h a s B r C l 2 A A a n d B r C l A A ; h o w e v e r , i t s c o n c e n t r a t i o n w a s
a l s o i n f lu e n c e d b y w h e t h e r o r n o t t h e s a m p l e h a d b e e n s p i k e d w i t h b r o m i d e B r A A a n d B r a A A
o c c u r r e d a t a r o u n d t h e s a m e c o n c e n t r a t i o n s , v a r y i n g b e t w e e n 10
' ^




a g a in i n d i c a t i n g
t h a t e l e v a t e d b r o m i d e c o n t e n t i n t h e s am p l e s a n d r e a c t i o n w i t h c h l o r i n e i n f l u e n c e d t h e i r
f o r m a t i o n
I n T a b l e 3 . 1 1 t h e r e s u l t s f o r o r g a n o c h l o r i n e , o r g a n o b r o m i n e , a n d o r g a n o h a l o g e n s fi i r t h e r
s h o w t h a t
,
a s e x p e c t e d , o r g a n o b r o m i n e c o n c e n t r a t i o n s w e r e s i g n i f i c a n t l y e l e v a t e d i n s a m p l e s t h a t
w e r e s p ik e d w i t h b r o m i d e i n b o t h s o l u t i o n s i n w h i c h c h l o r i n e w a s a d d e d t o b r o m i d e b e f o r e
a d d i t i o n o f N O M a n d i n w h i c h t h e c h l o r i n e a n d b r o m i d e r e a c t i o n o c c u r r e d s im u lt a n e o u s l y . T h e
p r e
- f o r m e d c h l o r i n e w i t h b r o m i d e s a m p l e (P r e - C B ) p r o d u c e d m o r e o r g a n o b r o m i n e a n d
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o r g a n o h a l o g e n t h a n s a m p l e S C B T h i s t r e n d w a s a l s o s e e n w h e n c o m p a r i n g o n l y t h e
o r g a n o h a l o g e n c o n t e n t f o r S C I a n d P r e
- C I A g r a p h i c a l r e p r e s e n t a t i o n o f t h i s d a t a c a n b e s e e n i n
F i g u r e 3 10 , w h e r e t h e d i s t r i b u t i o n o f o r g a n o c h l o r i n e a n d o r g a n o b r o m i n e c o n c e n t r a t i o n s w i t h i n
t h e o r g a n o h a l o g e n c o n t e n t c a n b e s e e n f o r e a c h s a m p l e B e c a u s e t h e H A A 9 a n a l y s i s d i d n o t
i n c l u d e i o d i n a t e d s p e c i e s , o r g a n o i o d in e c o n c e n t r a t i o n s c o u l d n o t b e c a l c u l a t e d
4 5 0 0
= ■ 4 0 0 0
J 35 0 0
c 20 0 0
c 10 0 0
O 5 0 0
• O r g a n o b r o m i n e (n g / L a s C I)
» O r g a n o c h lo r i n e (n g / L a s C I)
C SC B SC I P r e - CB Pr e - C I
F ig u r e 3 J O D i s t r i b u t i o n o f o r g a n o h a l o g e n i n H A A 9 p r o d u c e d d u r i n g c h l o r in a t i o n o f R O -
c o n c e n t r a t e d w a t e r t h a t w a s s p i k e d w it h e i t h e r b r o m i d e o r i o d i d e
3 . B . 2 . G I A E x p e r i m e n t S e t 2
T h e o b j e c t i v e o f t h i s e x p e r i m e n t s e t w a s t o d e t e r m i n e t h e c o m b i n e d g r o w t h i n h i b i t i v e
e f f e c t s o f B r A A a n d l A A i n t h e s a m e m a t r ix a n d t o e v a l u a t e w h e t h e r t h e c o m b i n a t i o n o f t h e t w o
c h e m i c a l s c a u s e a s y n e r g i s t i c o r a n t a g o n i s t i c e f f e c t o n t h e g r o w t h i n h i b i t i o n o f t h e c e l l s T h e
m a t r i x f o r t h e s a m p l e s i n t h i s e x p e r i m e n t w a s a g a i n a 4 0 % s o l u t i o n o f s a m p l e C i n M 3 : 1 0
C u l t u r e M e d i a (a T O C c o n c e n t r a t i o n o f 2 3 m g C /L ) T o e n s u r e t h a t t h i s m a t r i x d i d n o t i n h i b it
c e l l g r o w t h a t 4 0% o f t h e i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n , s a m p l e C (u n d i lu t e d) w a s r u n i n du p l i c a t e a s a
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c o n t r o l u s i n g t h e G I A T h e o t h e r s a m p l e s t h a t w e r e r u n i n d u p l i c a t e w e r e 4 0 C B r A A , 4 0C l A A ,
a n d 40 C B r A A & l A A
T h e s e s a m p l e s a n d t h e i r d u p l i c a t e s w e r e e a c h r u n o n a 9 6 - w e l l m i c r o p l a t e c o n t a i n i n g 12
c o l u m n s e a c h w i t h 8 w e l l s T h e f i r s t c o l u m n d i d n o t c o n t a i n a n y c o l o n c e l l s a n d w a s u s e d a s a
b a c k g r o u n d t o w h i c h t h e s am p l e C m a t r i x w a s a d d e d T h e s e c o n d c o lu m n w a s u s e d a s a c o n t r o l
a n d c o n t a i n e d c o l o n c e l l s t o w h i c h t h e b a c k g r o u n d m a t r i x w a s a d d e d . C o l u m n s 3 - 12 a l l
c o n t a i n e d c o l o n c e l l s a n d e a c h m a t r i x d i lu t i o n w a s a d d e d t o a r e s p e c t i v e c o l u m n o f w e l l s
A f t e r 3 d a y s h o l d i n g t im e i n t h e i n c u b a t o r , t h e m i c r o p l a t e s w e r e a n a ly z e d f o r c e l l d e n s i t y
u s i n g t h e W a l l a c P l a t e R e a d e r , a s d e s c r i b e d i n t h e M e t h o d s s e c t i o n T h e W a l l a c P l a t e R e a d e r
r e a d s t h e a b s o r ba n c e o f e a c h w e l l o n t h e m i c r o p l a t e a t a w a v e l e n g t h o f 6 0 0 n m . A v e r a g e p e r c e n t
c e l l d e n s i t y p e r d i l u t i o n o f t h e s a m p l e w a s c a l c u l a t e d i n t h e s a m e w a y a s d e s c r i b e d i n G IA
E x p e r i m e n t S e t 1 . H o w e v e r , s i n c e t h e r e w e r e d u p l i c a t e s f o r e a c h s a m p l e , t h e
" % o f c o n t r o l " (%
c e l l d e n s i t y ) v a lu e s i n b o t h p l a t e s f o r t h e s a m e d i l u t i o n c o n c e n t r a t i o n w e r e a v e r a g e d A s t a n d a r d
d e v i a t i o n w a s a l s o c a l c u l a t e d u s i n g t h e s e 1 6 v a lu e s D o s e - r e s p o n s e c u r v e s w e r e c r e a t e d f o r e a c h
s am p l e b y g r a p h i n g c o n c e n t r a t i o n w i t h r e s p e c t t o p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y o n a l o g a r i t hm i c
s c a l e T h e s e r e s u lt s c a n b e s e e n i n F i g u r e s 3 . 1 1
- 3 16
I t s h o u l d b e n o t e d t h a t s a m p l e 4 0 C l A A w a s n o t g r a p h e d w i t h i t s d u p l i c a t e F o r o n e o f
t h e p l a t e s t h a t w a s r u n , t h e a v e r a g e
" % o f c o n t r o l " v a l u e s f o r t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n
,




w a s b e l o w 50 % , w h i l e t h e v a l u e f o r t h e o t h e r p l a t e w a s 9 5 % . T h u s , t h e r e s u l t s f r o m t h e p l a t e
w i t h t h e su b - 5 0 % c e l l de n s i t y v a l u e a t t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n w e r e n o t i n c l u d e d a n d c o n s i d e r e d
o u t l i e r s .
-
T h e a s s a y c e l l s w e r e e x p o s e d t o u n d i l u t e d s a m p l e C a n d a t d i l u t i o n s c o r r e s p o n d i n g t o
T O C c o n c e n t r a t i o n s o f 0 (c o n t r o l ) , 0 3 , 0 6 , 3 , 6 , 1 2 , 2 3 , 2 9 , 3 5 , 4 6 , a n d 5 8 m g C /L . T h i s s a m p l e
1 0 6
w a s a l s o r u n i n d u p l i c a t e . F i g u r e 3 . 1 1 s h o w s t h a t s a m p l e C a t m o s t o f t h e d i l u t i o n s w a s r e l a t iv e l y
in e f f e c t i v e a t i n h i b i t i n g c e l l g r o w t h p a s t 5 0 % c e l l d e n s i t y . A t a T O C c o n c e n t r a t i o n o f 3 5 m g C /L
a n d a b o v e
,
i t i s c l e a r t h a t c e l l g r o w t h i s b e g i n n i n g t o b e in h i b i t e d . H o w e v e r , a t a T O C
c o n c e n t r a t i o n o f 2 3 m g C /L , e q u i v a l e n t t o a 4 0 % d i l u t i o n o f s a m p l e C , t h e a v e r a g e c e l l d e n s i t y
w a s 1 2 9%
,
i n d i c a t in g t h a t t h e c e l l s w o u l d n o t b e i n h i b i t e d b y g r o w t h w h e n e x p o s e d t o a m a t r i x
a t t h a t c o n c e n t r a t i o n T h u s , t h e m a t r i c e s f o r th e s u b s e q u e n t s a m p l e s w e r e p r e p a r e d u s i n g t h i s
T O C c o n c e n t r a t i o n o f s a m p l e C A n e x p l a n a t i o n f o r w h y t h e a v e r a g e c e l l d e n s i t y f o r t h i s d i l u t i o n
w a s > 1 0 0% m a y b e b e c a u s e t h e s o lu t i o n c a u s e d t h e o s m o l a r i t y w i t h i n t h e c e l l s t o i n c r e a s e . A l s o ,
p e r h a p s t h e a s c o r b i c a c i d u s e d f o r q u e n c h in g s t i m u l a t e d c e l l g r o w t h . A 4 0 % d i l u t i o n o f s a m p l e C
w a s s e l e c t e d a s t h e b a c k g r o u n d m a t r i x f o r t h e s a m p l e s i n t h i s e x p e r im e n t s e t b e c a u s e i t i s t h e
d i l u t i o n c o n t a i n i n g t h e h i g h e s t T O C c o n c e n t r a t i o n (3 2 m g C /L ) b e f o r e t h e c e l l d e n s i t y b e g i n s t o
s t e a d i ly d e c r e a s e w i t h r e s p e c t t o in c r e a s i n g T O C c o n c e n t r a t i o n T h e f i r s t d a t a p o in t s e e n in t h i s
g r a p h r e p r e s e n t s t h e a v e r a g e p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y o f t h e c o n t r o l , w h i c h c o n t a i n e d o n l y
M 3 : 1 0 C u l t u r e M e d i a S in c e t h e g r a p h u s e s a l o g a r it h m i c s c a l e , t h i s d a t a p o i n t c o u l d n o t b e
g r a p h e d a t
"
0 m g C /L
"
a l o n g t h e x
- a x i s
,
s o i t w a s p l o t t e d a t 0 0 1 m g C / L . T h e n u m b e r s n e x t t o
e a c h d a t a p o i n t r e p r e s e n t t h e a v e r a g e p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y o b t a i n e d f o r t h a t d i l u t i o n o f t h e
s a m p l e S t a n d a r d d e v i a t i o n s f o r e a c h d a t a p o i n t w e r e a l s o c a l c u l a t e d (n = 1 6 ) , r e p r e s e n t e d b y t h e
e r r o r b a r s .
F i g u r e s 3 12 t h r o u g h 3 . 1 6 s h o w t h e r e s u l t s f r o m t h e 4 0 C B r A A , 4 0 C l A A , 4 0C B r A A
& l A A , a n d 4 0C B r A A & l A A (0 5 x ) s a m p l e s F o r 4 0 C B r A A a n d 4 0 C l A A , B r A A a n d l A A
w e r e e a c h s p i k e d a t c o n c e n t r a t i o n s o f 0 , 1 . 0 0 x 1 0
"
^ 5 . 0 0 x 10
"
^ 8 0 0 x 10 ^ 1 . 0 0 x 10
'
^ 2 00 x 1 0 ^
3 . 0 0 x 10 ^ 4 00 x 1 0 ^ 5 0 0 x 10
"
^ 6 0 0 x 10
"
^ a n d 1 0 0 x 10
" * M i n t h e i r r e s p e c t i v e s a m p l e s S a m p l e
4 0 C B r A A & l A A c o n t a i n e d a m i x t u r e o f B r A A a n d l A A , w h e r e e a c h c h e m i c a l w a s s p i k e d a t
1 07
t h e s a m e c o n c e n t r a t i o n s l i s t e d f o r 4 0 C B r A A a n d 40 C l A A . S a m p l e 4 0 C B r A A & l A A (0 . 5 x )
a l s o c o n t a i n e d a m i x t u r e o f B r A A a n d l A A
,
h o w e v e r e a c h c h e m i c a l w a s s p i k e d a t h a l f o f
c o n c e n t r a t i o n (0 . 5 x ) t h a t w a s u s e d in t h e 4 0C B r A A s a m p l e . A s s t a t e d e a r l i e r , a l l o f t h e s a m p l e s ,
e x c e p t f o r 4 0 C L A A , w e r e r u n i n d u p l i c a t e a n d w e r e g r a p h e d u s i n g r e s u l t s fr o m b o t h m i c r o p l a t e s .
T h e r e s u l t s f r o m o n e o f t h e t w o 4 0C l A A m i c r o p l a t e s w e r e c o n s i d e r e d t o b e o u t l i e r s ; t h u s , o n l y
o n e s e t o f r e su l t s f o r t h i s s a m p l e w a s g r a p h e d T h e fi r s t d a t a p o i n t o n e a c h o f t h e s e g r a p h s
r e p r e s e n t s t h e a v e r a g e p e r c e n t a g e o f c e l l d e n s i t y o f t h e c o n t r o l , 1 0 0% , t o w h i c h n o n e o f s a m p l e s
w e r e a d d e d .
F r o m F i g u r e s 3 . 12 a n d 3 13 , IC 5 0 v a l u e s w e r e i n t e r p o l a t e d a n d t h e i r v a lu e s w e r e
d e t e r m i n e d t o b e 4 . 5 x 1 0
" ^ M a n d 2 . 6 x 1 0
' ^ M f o r 4 0 C B r A A a n d 40 C l A A
,
r e s p e c t i v e l y . I C 50
v a l u e s f o r F i g u r e 3 14 a n d F i g u r e 3 15 c o u l d a l s o b e i n t e r p o l a t e d f o r 4 0 C B r A A & l A A (0 5 x ) ,
w h i c h w a s 1 0 x 1 0
' ^ M
,
b u t n o t f o r 4 0 C B r A A & l A A H o w e v e r , w h e n t h e s e f o u r s a m p l e s w e r e
g r a p h e d t o g e t h e r (F i g u r e 3 16 ) , t h e i r d i f f e r e n c e s i n g r o w t h i n h i b i t i o n c a n b e s e e n m o r e v i s u a l ly :
i t i s c l e a r t h a t a m i x t u r e o f B r A A a n d l A A h a d a s y n e r g i s t i c e f f e c t o n in h i b i t i n g c e l l g r o w t h
w h e n c o m p a r e d t o t h e g r o w t h i n h i b i t i v e e f f e c t s o f t h e i n d i v i d u a l B r A A a n d l A A s a m p l e s .
I n s t e a d o f in t e r p o l a t i n g t h e IC 5 0 v a l u e s f r o m F i g u r e 3 . 14 a n d F i g u r e 3 15 s e p a r a t e l y , i t i s
p o s s i b l e t o d o s o f o r t h e s a m p l e s g r a p h e d t o g e t h e r (F i g u r e 3 . 1 6 ) a s t h e o n l y d i f f e r e n c e b e t w e e n
t h o s e t w o s a m p l e s a r e t h a t o n e w a s p r e p a r e d a t h a l f o f t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e o t h e r . S o t h e I C 5 0
v a lu e o f b o t h 4 0C B r A A & l A A a n d 4 0 C B r A A & l A A (0 . 5 x ) s a m p l e s i s a r o u n d 6 x 1 0
' ' M
A n e q u a t i o n fr o m P a t o c z k a & P u l l i a m ( 19 9 0 c i t e d i n H e c k e t a l . , 1 9 9 2 ) c a n b e u s e d t o
m a t h e m a t i c a l l y c a l c u l a t e w h e t h e r o r n o t t h e m i x t u r e o f B r A A a n d l A A h a d a s y n e r g i s t i c e f f e c t
o n c e l l g r o w t h :
1 0 8
J l I J l I n
/ C 5 0
„ ^
/ C 5 0
,
I C 5 0
^
/ C 5 0
„
w h e r e f i i s t h e f r a c t i o n b y m a s s o r m o l a r c o n c e n t r a t i o n o f t h e i t h c o m p o n e n t i n t h e m ix t u r e I f
I C 50 i a n d I C 5O2 r e p r e s e n t t h e I C 50 v a l u e s f o r 4 0C B r A A a n d 4 0 C l A A , r e s p e c t i v e l y , t h e n t h e
e x p e c t e d I C 5 0 v a l u e f o r t h e m i x t u r e , I C 50 m ix , i s c a l c u l a t e d t o b e 1 65 x 1 0
" ^ M , o n e o r d e r o f
m a g n i t u d e g r e a t e r t h a n t h e a c t u a l I C 5 0 v a lu e o f t h e m i x t u r e . T h u s , t h e B r A A a n d l A A m i x t u r e
d i d h a v e a sy n e r g i s t i c e f f e c t o n c e l l g r o w t h .
I t s h o u l d b e n o t e d t h a t t h e I C 5 0 v a l u e s t h a t a r e i n t e r p o l a t e d a r e n o t n e c e s s a r i l y a c c u r a t e
F r o m F i g u r e 3 16 , i t i s e v i d e n t t h a t t h e I C 5 0 v a l u e f o r 4 0C B r A A & l A A (0 5 x ) h a s c h a n g e d
f r o m 1 . 0 x 1 0
" * M
,
i n t e r p o l a t e d u s i n g F i g u r e 3 . 1 5 , t o a b o u t 8 . 5 x 1 0
" ^
M . W h i l e t h i s s h i f t m a y b e
m i n o r
,
c o n s i d e r i n g t h e f a c t t h a t f o r s a m p l e 4 0 C B r A A & l A A , t h e l Ox l O
' ^
M d i l u t i o n r e s u l t e d i n
a c e l l d e n s i t y p e r c e n t a g e o f 2 2 % ± 9 , t h e I C 50 f o r 4 0 C B r A A & l A A (0 . 5 x ) i s p r o b a b l y i n c o r r e c t
I n o r d e r t o e n s u r e t h a t t h e I C 5 0 v a l u e i s a s c o r r e c t a s p o s s i b l e , d i l u t i o n s a t c o n c e n t r a t i o n s c l o s e r
t o ( g r e a t e r t h a n a n d l e s s t h a n ) t h e p r e s u m e d I C 5 0 v a l u e s h o u l d b e m a d e a n d e x p o s e d t o t h e a s s a y




















t 1 1 4 T 1 1 3J ^
1 10
T O C ( m g C/ L )
1 29
1^ 3 Ij 2 9 j f « X j i 23
1 1 9
■^ 1 0 2
t 75
10 0
F ig u r e 3 1 1 S a mp l e C R O c o n c e n t r a t e w a t e r d o s e d w i t h 3 2 5 m g /L C I 2 a n d q u e n c h e d f o r f r e e C I 2
w i t h 4 2 1 m g / L a s c o r b i c a c i d a f t e r 5 d a y s o f h o l d i n g t i m e T h e e r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d
d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t . A n I C 90 v a l u e w a s d e t e r m in e d t o b e a t a T O C c o n c e n t r a t i o n o f 5 0
m g C /L
T a b l e 3 1 2 R e s u l t s f o r s a m p l e C .
[T O C ] (m g C / L )
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 (c o n t r o l ) 1 0 0 % ± 4
0 3 1 14 % ± 10
0 6 1 13 % ± 14
12 3 % ± 16
12 9 % ± 15
12 12 8 % ± 17
2 3 12 9 % ± 17
2 9 12 3% ± 17





10 2 % ± 8
















- l (l E- 0 7
4 0 C B r A A
\f 9 9
l E- 0 6
4 6
13
l E- 0 5








<; st < > <>0 t
l E - 0 4
F ig u r e 3 12 S a mp l e 4 0 C B r A A . B r A A w a s s p i k e d i n t o a m a t r i x c o m p o s e d o f s a m p l e C d i l u t e d t o
4 0 % w i t h M 3 : 1 0 C u l t u r e M e d i a a t v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s . T h e e r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d
d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t T h e I C 5 0 f o r t h i s s a m p l e , w h i c h w a s r u n in d u p l i c a t e , i s a t 4 . 5 x 10
'
M .
T a b l e 3 13 R e s u l t s f o r s am p l e 4 0 C B r A A
[B A A ] (M )
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 (c o n t r o l ) I 0 0 % ± 7
1 0 0 x 10
" '
9 9 % ± 9
5 0 0 x 10
" '
4 6 % ± 1 1
8 0 0 x 10
" '
13% ± 7
1 0 0 x 10
"
6 % ± 6
2 0 0 x 10
"
3 % ± 3
3 0 0 x 10
"
0 4 % ± 1
4 0 0 x 10
"
0 0 3 % ± 0 3
5 0 0 x 10
-
0 0 7 % ± 0 5
6 0 0 x 1 0
"
0 %
1 0 0 x 10
" '
1 % ± 4
1 1 1
1 2 0

















4 0 C I A A




l E- 0 5
0 4 1 1 1 1 0
l E- 0 4
[ lAA ] (M )
F ig u r e 3 1 3 S a m p l e 4 0 C l A A . l A A w a s sp ik e d i n t o a m a t r i x c o m p o s e d o f s a m p l e C d i l u t e d t o a
T O C o f 2 3 m g C /L (4 0% o f C ) w i t h M 3 : 1 0 C u l t u r e M e d i a a t v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s . T h e e r r o r
b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t . T h e I C 5 0 f o r t h i s s am p l e , w h i c h w a s
- 6 in o t r u n i n d u p l i c a t e , i s a r o u n d 2 6 x 1 0
'
M .
T a b l e 3 1 4 R e s u Us f o r s a m p l e 4 0 C l A A
[ l A A j (M )
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
0 (c o n tr o l ) 10 0 % ± 4
1 0 0 x 10
" '
9 5 % ± 9
5 0 0 x 10
- 6
8 % ± 2
8 0 0 x 1 0
" '
4 % ± 3
1 0 0 x 10
"
2 % ± 1
2 0 0 x 10 0 4 % ± 1
3 . 0 0 x 10 1% ± 1
4 0 0 x 10
"
1% ± 1
5 0 0 x 10 1% ± 1
6 0 0 x 10
"
1% ± 0 4














l E- 0 7
4 0 C B r A A & lA A








u ^ : t
- H
O- QJ L- <4 ' ~ _ . ^ ~ 4 ii u ^ ^ y %A ^ Q ■^
l E - 06 l E- 0 5
[ B r A A ] o r [ l A A ] (M )
l E- 04
F ig u r e 3 1 4 S am p l e 4 0 C B r A A & l A A . B r A A a n d l A A w e r e s p i k e d t o g e t h e r i n t o a m a t r i x
c o m p o s e d o f s a m p l e C d i lu t e d t o 4 0 % w i t h M 3 : 1 0 C u l t u r e M e d i a a t v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s T h e
e r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o i n t T h e I C 5 0 f o r t h i s s a m p l e c o u ld
n o t b e d e t e r m i n e d
Ta b l e 3 1 5 R e s u l t s f o r s a m p l e 4 0C B r A A & l A A .
[B A A ] o r [ l A A ]
(M )
0 ( c o n t r o l )
1 0 0 x 10
- '
5 0 0 x 10
- '
8 0 0 x 10
'
1 0 0 x 10
-
2 0 0 x 10
-
3 . 0 0 x 10
-
4 0 0 x 10
-
5 0 0 x 10
-
6 0 0 x 10
-
1 0 0 x 10
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
1 0 0 % ± 5
2 2 % ± 9
3 % ± 3
1% ± 1
0 4 % ± 0 8
0 2 % ± 0 4
0 1 % ± 0 5
0 1 % ± 0 4
0 %
0 1 % ± 0 2
0 1 % ± 0 2
1 13
1 2 0
















4 0 C B r A A & l A A (0 . 5 x )
6 9
^' i ^ ' 1 ° 4 o 0 0 0
l E - 0 6 l E - 0 5
[ B r A A ] & [ l A A ] (M )
l E - 0 4
F i g u r e 3 1 5 S a m p l e 4 0C B r A A & l A A (0 5 x ) . B r A A a n d l A A w e r e s p i k e d t o g e t h e r i n t o a m a t r i x
c o m p o s e d o f s am p l e C d i l u t e d t o 4 0% w i t h M 3 : 10 C u l t u r e M e d i a a t v a r y in g c o n c e n t r a t i o n s T h e
e r r o r b a r s r e p r e s e n t t h e s t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h d a t a p o in t T h e I C 50 f o r t h i s s am p l e i s
1 00 x l O
" ^ M .
T a b le 3 1 6 R e s u l t s f o r s am p l e 4 0 C B r A A & l A A (0 . 5 x )
[B A A ] o r [l A A ]
(M )
0 (c o n t r o l)
5 0 0 x 10
-
2 5 0 x 10
- '
4 0 0 x 10
" '
5 0 0 x 10
'
1 0 0 x 10
"
1 5 0 x 10
-
2 0 0 x 10
-
2 5 0 x 10
-
3 0 0 x 10
-
5 0 0 x 10
-
% C e l l D e n s i t y ±
S t a n d a r d D e v i a t i o n
10 0 % ± 7
6 9 % ± 2 6
9 % ± 5
4 % ± 3
3% ± 2
1 % ± 1
























^ l̂ i x i « iS ^
♦ 4 0 C B r A A
■ 4 0 C IA A
* 4 0 C B r A A & l A A
X 4 0 C B r A A & l A A (0 5x )
l OO E - 07 l OO E - 0 6 l OOE- 0 5
Co n c e n t r a t i o n (M )
l OOE- 0 4
F ig u r e 3 1 6 S am p l e s 4 0C B r A A , 4 0 C l A A , 4 0 C B r A A & l A A , a n d 40 C B r A A & l A A (0 5 x )
g r a p h e d t o g e t h e r T h e m i x t u r e o f t h e t w o c o m p o u n d s a p p e a r s t o h a v e h a d a s y n e r g i s t i c e f f e c t o n
c e l l g r o w t h in h i b i t i o n
3 . C . W h y w e r e t h e r e n o w a t e r s a m p l e s t r e a t e d w i t h c h l o r a m i n e s ?
I n o r d e r t o e n s u r e t h a t t h e c o l o n c e l l s
'
g r o w t h w o u l d o n l y b e a f f e c t e d b y t h e D B F s i n t h e
t r e a t e d w a t e r s a m p l e s , t w o c r i t e r i a h a d t o b e m e t T h e f i r s t c o n d i t i o n i s t h a t t h e r e m u s t b e n o
r e s i d u a l d i s in f e c t a n t , f r e e C I 2 f r o m c h l o r in a t i o n o r t o t a l C I 2 f r o m c h l o r a m i n a t i o n , i n t h e w a t e r
s a m p l e , w h i c h c a n b e r e m o v e d u s i n g a s c o r b i c a c i d (a l s o k n o w n a s v i t a m i n C ) R e m o v i n g
r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t f r o m t h e w a t e r w i t h a s c o r b i c a c i d i s a p r o c e s s c a l l e d
"
q u e n c h in g
" M a n y
d i f f e r e n t q u e n c h i n g a g e n t s c a n b e u s e d t o r e m o v e r e s i d u a l c h l o r i n e ; h o w e v e r , a s c o r b i c a c i d w a s
s e l e c t e d b e c a u s e i t i s a v i t a m i n
,
i t w o u l d n o t in h i b it c e l l g r o w t h , a n d i t d o e s n o t c o n t a i n n i t r o g e n
N i t r o g e n - c o n t a i n i n g c o m p o u n d s h a v e b e e n f o u n d t o b e m o r e t o x i c t h a n c o m p o u n d s t h a t d o n o t
c o n t a i n n i t r o g e n , e v i d e n t b y c o m p a r in g t h e I C 50 v a l u e s o f 9 H N M s (T a b le 3 17 ) w i t h 6 H A A s
(T a b l e 1 . 4 ) fr o m u s i n g t h e G I A w i t h C H O c e l l s (P l e w a e t a l , 2 0 0 4 ; P l e w a e t a l , 2 0 0 2 ) . T h e I C 5 0
15
v a l u e s fr o m t h e 6 H A A s f a l l w i t h i n t h e 10
" ' * M - 10
" ^ M r a n g e e x c e p t f o r B r A A , w h i l e t h o s e o f
H N M s f a l l w i t h i n t h e 1 0
" ^ M - I O
' ^ ' M r a n g e
T a b l e 5 7 7 I C 50 v a l u e s o f 9 h a l o n i t r o m e t h a n e s (H N M s ) f r o m P l e w a e t a l . (2 0 04 ) u s i n g t h e G I A
w i t h C H O c e l l s
C o m p o u n d
B r o m o n i t r o m e t h a n e
D ib r o m o n it r o m e th a n e
T r ib r o m o n i t r o m e t h a n e
C h l o r o n i tr o m e t h a n e
D i c h l o r o n i t r o m e t h a n e
T r i c h l o r o n i t r o m e t h a n e
B r o m o c h l o r o n i t r o m e t h a n e
B r o m o d i c h l o r o n i t r o m e t h a n e
D ib r o m o c h l o r o n i t r o m e th a n e
I C 5 0 (M )
7 06 x 10
"
'
6 0 9 x 10
" '
8 5 7 x 1 0
" '
5 2 9 x 1 0
3 7 3 x 1 0
" '
5 3 6 x 1 0
4 0 5 x 1 0
" ^
1 3 2 x 1 0
"
6 8 8 x 1 0
'
I C 5 0 ( n g / L )
9 8 8
1 3 3 x 1 0
'
2 5 5 x 10
5 0 5 x 10
"
4 8 5 x 10
"
8 8 1 x 10
"
7 0 6 x 10
'
2 7 6 x 10
'
1 7 4 x 10
T h e s e c o n d c o n d i t i o n i s t h a t t h e q u e n c h e d c h l o r in e / c h l o r am in e b y - p r o d u c t s m u s t n o t i n h i b i t t h e
g r o w t h o f t h e c o l o n c e l l s t o p r e v e n t a f a l s e p o s i t i v e r e s p o n s e T h e r e f o r e , p r i o r t o r u n n i n g
E x p e r i m e n t S e t s 1 a n d 2 (a s d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ) , a s e r i e s o f t e s t s w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e G I A
t o d e t e r m i n e w h e t h e r o r n o t t h e q u e n c h e d c h l o r i n e a n d c h l o r a m i n e b y - p r o d u c t s i n h i b it t h e
g r o w t h o f t h e c o l o n c e l l s
T h i s e x p e r i m e n t i n v o l v e d q u e n c h i n g t h e c h l o r i n e a n d c h l o r a m i n e d i s i n f e c t a n t s o l u t i o n s
w i t h a s t o i c h i o m e t r i c m a s s o f s o l i d a s c o r b i c a c i d p r i o r t o a d d i n g i t t o t h e R O c o n c e n t r a t e d w a t e r
(T O C = - 6 5 m g C /L ) , w h e r e a r e s i d u a l o f 1 m g /L a s C I 2 (M W = 70 . 9 0 6 ) n e e d s 2 4 8 m g / L o f
a s c o r b i c a c i d (M W = 17 6 12 ) t o b e c o m p l e t e ly q u e n c h e d T h i s r a t i o i s b a s e d o n t h e e q u a t i o n , a l s o
s e e n i n c h a p t e r 2 :
1 16
w t o f C I 2 i n s o l u t i o n (m g )
■ 17 6 12 —2 —
w t a s c o r b i c a c i d (m g ) = ^^^
7 0 90 6 - ^
m o l
D o i n g s o r e m o v e s a l l o f t h e r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t s o it s r e a c t i o n w i t h t h e N O M i n t h e R O
c o n c e n t r a t e d w a t e r i s i n h i b i t e d .
T h e s a m p l e s u s e d i n t h i s e x p e r i m e n t w e r e W l ( c o n t r o l ) , W l & B r A A , W 2 (c o n t r o l ) , W 2
& B r A A
,
a n d B r A A (p o s it i v e c o n t r o l ) . T h e s e s am p l e s w e r e p r e p a r e d a c c o r d i n g t o t h e m e t h o d
d e s c r i b e d i n s e c t i o n 2 . C in t h e M e t h o d s c h a p t e r . F i n a l r e s u l t s a r e p r e s e n t e d i n F i g u r e 3 17 a n d
T a b l e 3 . 1 8 .
I 20 0 I 18 5 1 80
O • ) u










' " mm ^
V 10 0 . - hV " | H ■:! ?
Sk 5 0
6 3 6 0
^ 0
^ ^ 1
W l W l & B rA A W 2 W 2 & B r A A B r AA
Sa m p le
F ig u r e 5 , / 7 E f fe c t o f C I 2 /N H 2C I a n d a s c o r b i c a c i d b y - p r o d u c t s o n N C M 4 6 0 c e l l s u s i n g t h e G IA
S t a n d a r d d e v i a t i o n f o r e a c h s a m p l e i s r e p r e s e n t e d b y t h e e r r o r b a r s
1 1 7
Ta b l e 3 . 1 8 R e su l t s f r o m t h e e x p e r i m e n t p r e s e n t e d i n F ig u r e 3 1 7 .
S a m p l e
W l (c o n t r o l )
W l & B r A A
W 2 (c o n t r o l )
W 2 & B r A A
B r A A
A v e r a g e % C e l l
D e n s i t y ±
St a n d a r d
D e v i a t i o n
18 5 % ± 18
18 0 % ± 14
6 3 % ± 5
6 0 % ± 7




F r o m t h e s e r e s u l t s , i t i s c l e a r t h a t t h e s a m p l e s t h a t c o n t a in e d t h e p r e - q u e n c h e d
N H i C l / a s c o r b i c a c i d s o lu t i o n , W 2 a n d W 2 & B r A A , h a d a g r o w t h i n h ib i t i v e e f f e c t o n t h e c o l o n
c e l l s
,
c o m p a r e d t o t h e s a m p l e s c o n t a i n i n g t h e p r e - q u e n c h e d C l i / a s c o r b i c a c i d s o l u t i o n (W l a n d
W l & B r A A ) T h e g r o w t h i n h ib i t i v e e f f e c t s a r e n o t a r e s u h o f t h e 1 . 0 0 x 1 0
" ^ M B r A A sp i k e
b e c a u s e t h e W l & B r A A a n d B r A A s a m p l e s d i d n o t i n h i b i t g r o w t h o f t h e c e l l s . A d d i t i o n a l l y , t h e
g r o w t h i n h i b i t i o n i n s am p l e s W 2 a n d W2 & B r A A w a s n o t c a u s e d b y D B F s b e c a u s e t h e
c h l o r a m i n e w a s p r e - q u e n c h e d w i t h a s c o r b i c a c i d . T h e r e f o r e , t h e s e r e s u l t s in d i c a t e t h a t t h e p r e -
q u e n c h e d N H 2 C l / a s c o r b i c a c i d s o l u t i o n p r o d u c e d a g r o w t h i n h ib i t i v e b y - p r o d u c t , w h i c h a f f e c t e d
t h e g r o w t h o f t h e c e l l s . I t i s f o r t h i s r e a s o n w h y n o n e o f t h e p r e v i o u s e x p e r i m e n t s w e r e
c o n d u c t e d w it h c h l o r a m i n a t e d w a t e r s
1 18
4 . D i s c u s s i o n
T h e r e s u l t s p r e s e n t e d i n t h i s r e p o r t e m p h a s i z e t h e i m p o r t a n c e o f e v a lu a t i n g d r in k i n g
w a t e r D B F q u a l i t y a s m i x t u r e s r a t h e r t h a n a s in d i v i d u a l c h em i c a l s . F r o m t h e c h e m i c a l
s t a n d p o i n t , i t i s s h o w n h o w v a r i a b l e th e l e v e l s o f k n o w n a n d u n k n o w n D B F s c a n b e w h e n a
w a t e r i s s u b j e c t e d t o d i f f e r e n t d i s i n f e c t i o n t r e a t m e n t s w h i l e fi
-
o m a b i o l o g i c a l p e r s p e c t i v e , t h e
t o x ic i t y o f a m i x t u r e o f D B F s c a n b e q u i t e d i f f e r e n t f r o m t h e p r e d i c t e d t o x i c i t y o f t h e s u m o f t h e
i n d iv i d u a l c o m p o u n d s E x a m i n i n g th e c o m b i n e d t o x i c i ty e f f e c t s o f D B F s i s m o r e a p p l i c a b l e t o
r e a l w o r l d s i t u a t i o n s .
4 . A . C o n t r a C o s t a W a t e r D i s t r i c t (C C W D ) S t u d y D B F s
I n a n a t i o n w i d e D B F o c c u r r e n c e s t u d y , w h e r e w a t e r s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d fi
-
o m 12
w a t e r t r e a t m e n t p l a n t s , 4 t o 5 t i m e s p e r s e a s o n f r o m f a l l 2 0 0 0 u n t i l e a r l y s p r i n g 2 0 0 2 , r e s e a r c h e r s
f o u n d t h a t t h e m e d i a n a n d m a x i m u m T O X c o n c e n t r a t i o n s w e r e 1 78 |x g / L a s C I
'
a n d 2 84 jii g / L a s
C r
,
r e sp e c t i v e ly (K r a s n e r e t a l . , 2 0 0 6 ) . T O X c o n c e n t r a t i o n s o f t h e t r e a t e d w a t e r s am p l e s
de t e r m i n e d f r o m t h e C CWD fi n d i n g s i n t h e p r e s e n t s t u d y g e n e r a l l y f e l l w it h i n t h i s r a n g e , t h o u g h
s o m e s a m p l e s (F h a s e I B M F 4 00 C I2 , F h a s e 2 A C I 2 & L F 4 0 0 C I 2 , F h a s e 2B M F 4 0 0 C I 2 , F h a s e
3 A F r e - N F L F 4 0 0 C I 2 & M F 4 00 C I2 ) h a d T O X c o n c e n t r a t i o n s b e t w e e n 3 0 0 a n d 3 5 1 n g f L a s C I .
T h e n a t i o n w i d e s t u d y a l s o d e t e r m i n e d m e d i a n a n d m a x i m u m c o n c e n t r a t i o n s f o r T O C l , 16 1
Hg C I / L a n d 20 6 n g C I / L , a n d T O B r , a s 7 9 î g B r / L (3 5 a s ^ . g C l / L ) a n d 2 2 9 fx g B r / L ( 10 2 pi g a s
C l / L ) . C o m p a r i n g t h e s e v a lu e s t o t h e r e s u l t s f r o m C CWD (T a b l e 3 . 1) , T O C l c o n c e n t r a t i o n s w e r e
m u c h l o w e r t h a n t h e T O B r c o n c e n t r a t i o n s , a t r e n d t h a t w a s c o r r e l a t e d t o B r a n d C I c o n t e n t i n
T H M 4 a n d H A A 9 . A n e x p l a n a t i o n f o r t h i s t r e n d i s t h a t t h e C CWD w a t e r s w e r e s p i k e d w i t h 1
m g / L o f b r o m i d e a t t h e b e g in n i n g o f t h e w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s , w h e r e a s i n th e n a t i o n w i d e
s t u dy t h e m e d i a n a n d m a x i m u m b r o m i d e c o n t e n t i n t h e r a w w a t e r w e r e 0 12 m g /L a n d 0 4 0
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m g /L , r e s p e c t i v e l y . I t i s i n t e r e s t i n g t o n o t e t l i a t w h i l e T O X c o n c e n t r a t i o n s i n t h e t w o s t u d i e s
g e n e r a l ly f e l l w i t h i n t h e s a m e r a n g e , t h e d i s t r ib u t i o n t r e n d f o r T O C l a n d T O B r c o n c e n t r a t i o n s
w e r e r e v e r s e d : t h e r e w a s c o n s i s t e n t ly m o r e T O B r t h a n T O C l i n t h e C C WD s a mp l e s T h i s
o u t c o m e w a s t h e s a m e a s t h e H u a & R e c k h o w (2 0 07 ) s t u d y o n w a t e r s t h a t h a d b e e n e i th e r
o z o n a t e d a n d p o s t - c h l o r i n a t e d o r o z o n a t e d a n d p o s t
- c h lo r a m i n a t e d . H u a & R e c k h o w (20 07 ) a l s o
f o u n d t h a t t h e r e w e r e m o r e b r o m i n e - c o n t a i n i n g T H M a n d H A A s p e c i e s i n t h e o z o n a t e d a n d p o s t -
c h l o r i n a t e d s a m p l e s T h e C C WD fi n d i n g s s u p p o r t t h i s o u t c o m e w h e r e t h e k n o w n o r g a n o b r o m i n e
c o n c e n t r a t i o n s , i n t h e T H M 4 a n d H A A 9 , w e r e g r e a t e r t h a n t h a t o f t h e k n o w n o r g a n o c h l o r i n e
c o n c e n t r a t i o n s (T a b l e 3 . 1) . T w o r e a s o n s w h y t h i s m a y h a v e o c c u r r e d a r e t h a t p e r h a p s p r e -
o z o n a t i o n c a u s e s N O M t o b e m o r e r e a c t i v e w i t h b r o m i n e (H u a & R e c k h o w , 2 0 0 7 ) a n d t h a t
b r o m i n e in c o r p o r a t i o n i n t o N O M i s f a s t e r t h a n t h a t o f c h l o r i n e (S ym o n s e t a l . , 1 9 96 )
St a t e d e a r l i e r in t h e R e s u l t s s e c t i o n a n d r e p o r t e d i n T a b l e 3 . 1 , t h e m o s t s i g n i f i c a n t a n d
c o n s i s t e n t t r e n d t h r o u g h o u t a l l o f t h e C C WD p h a s e s , p a r t i c u l a r l y i n t h e p h a s e s t h a t u s e d o z o n e
( l A , I B , 2A , a n d 2 B ) , w a s t h a t t h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O B r w a s g r e a t e r t h a n t h a t o f
u n k n o w n T O C l K r a s n e r e t a l (2 00 6 ) d i d n o t c a l c u l a t e v a lu e s f o r p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O C l
o r T O B r , s o t h e t r e n d f o u n d i n t h e C CWD s t u d y c o u l d n o t b e c o m p a r e d t o t h e n a t i o n w i d e
o c c u r r e n c e s t u d y . H o w e v e r , t h i s fi n d i n g m a y fi i rt h e r s u p p o r t t h e p o s s i b i l it y t h a t b r o m i n e
in c o r p o r a t io n i n t o N O M i s f a c i l i t a t e d b y o z o n a ti o n (H u a & R e c k h o w , 2 0 07 ) .
I t i s k n o w n t h a t w h e n o z o n e r e a c t s w i t h N O M
,
l o w e r m o l e c u l a r w e i gh t c o m p o u n d s a r e
p r o d u c e d a n d a r e g e n e r a l ly c o n s i d e r e d t o b e b i o d e g r a d e a b l e (S i n g e r & R e c k h o w , 1 99 9 ) . A s
d i s c u s s e d i n C h a p t e r 1 , o z o n e r a p i d l y r e a c t s w i t h b r o m i d e t o f o r m h y p o b r o m o u s a c i d (H O B r ) ,
w h i c h r e a c t s w i t h N O M t o f o r m b r o m i n e - c o n t a in i n g D B F s . H O B r i s a s t r o n g e r h a l o g e n a t i n g
c o m p o u n d t h a n H O C l a n d a s a r e s u l t , t h e k i n e t i c s o f b r o m i n e i n c o r p o r a t i o n i n t o N O M a r e f a s t e r
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t h a n t h a t o f c h l o r i n e (Sy m o n s e t a l . , 19 9 6 ) . T h e s e f a c t s m a y f u r t h e r e x p l a i n w h y t h e C CWD
s a m p l e s , w h i c h h a d u n d e r g o n e o z o n a t i o n , h a d m o r e b r o m i n e - c o n t a i n i n g D B F s t h a n c h l o ri n e -
c o n t a i n i n g D B F s
A n o t h e r g e n e r a l t r e n d s e e n in t h e C CWD r e s u l t s (T a b l e 3 . 1 ) w a s t h a t t h e T O X
c o n c e n t r a t i o n s w e r e c o n s i s t e n t ly h i g h e r t h a n t h e s u m o f t h e T O C l a n d T O B r c o n c e n t r a t i o n s
(T O C l + T O B r ) . A n e x p l a n a t i o n f o r t h i s o c c u r r e n c e i s t h a t w h e n T O X i s m e a s u r e d u s i n g t h e
o r g a n i c h a l i d e a n a ly z e r , t h e in s t r u m e n t m e a s u r e s C I , B r , a n d I t o g e th e r i n o n e v a l u e . T h e T O X
a n a ly z e r c a n n o t d i f f e r e n t i a t e a m o n g t h e s e t h r e e h a l o g e n s w h e r e a s , t h r o u g h I C a n a l y s i s , t h e
h a l o g e n s a r e s e p a r a t e d a n d c a n b e m e a s u r e d i n d i v i d u a l l y a s T O C l a n d T O B r . H o w e v e r , T O I
(t o t a l o r g a n i c i o d in e ) i n t h e C CWD s am p l e s w a s n o t m e a s u r e d a n d h e n c e , T O C l + T O B r s T O X
I o d i d e (T ) it s e l f w a s a l s o n o t m e a s u r e d .
P e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O X , T O C l , a n d T O B r w e r e c a l c u l a t e d f o r a l l o f t h e
c h l o r a m i n a t e d s a m p l e s i n t h e C C WD s t u d y ; h o w e v e r , f o r m a n y o f t h e c h l o r i n a t e d s a m p l e s , t h e s e
p e r c e n t a g e s c o u l d n o t b e d e t e r m i n e d T h e d i f f i c u l t i e s w it h c a l c u l a t i n g t h e s e v a l u e s m a y b e a
r e s u l t o f u s i n g t h r e e d i f f e r e n t m e t h o d s t o q u a n t i f y a n d c a l c u l a t e t h e c o n c e n t r a t i o n s o f T O C l ,
T O B r
,
a n d T O X i n t h e s e s a m p l e s . T h e t h r e e m e t h o d s , T H M 4 a n d H A A 9 by L L E w i t h G C /E C D ,
T O X a n a l y s i s b y p y r o l y s i s a n d c o u l o m e t r i c t i t r a t i o n , a n d T O C l a n d T O B r b y I C a n a l y s i s , a l l
c o m e w i t h t h e i r o w n s e t o f u n c e r t a i n t i e s a n d e r r o r s t h a t c a n a c c u m u l a t e t h r o u g h a n a l y s i s a n d
p e r f o r m i n g v a r i o u s c a l c u l a t i o n s . T h u s , c o m p a r i n g a n d i n t e g r a t i n g t h e s e m e t h o d s i s p o s s i b l e a s
d em o n s t r a t e d i n t h e r e s u lt s o f T a b l e 3 1 ; h o w e v e r , c o m p l i c a t i o n s a ri s e w h e n t h e s u m s o f t h e
e x p e r i m e n t a l e r r o r s o f e a c h m e t h o d a r e i n c l o s e p r o x i m i t y t o t h e d i f f e r e n c e s i n v a l u e s c a l c u l a t e d .
T h e r e h a s b e e n l i t t l e r e s e a r c h o n t h e p r o d u c t i o n o f D B F s t h r o u g h u s i n g U V i r r a d i a t i o n in
dr i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t . H o w e v e r , U V i r r a d i a t i o n i s fr e q u e n t ly u s e d t o in a c t i v a t e p r o t o z o a n s
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s u c h a s C r y p t o sp o r i d i u m p a r v u m a n d G i a r d ia l a m b l ia , p a r t i c u l a r ly t h e i r h a r d y o o c y s t s
(B e t a n c o u r t & R o s e , 2 0 0 4 ) R e s e a r c h e r s h a v e f o u n d t h a t h u m i c a c i d d e g r a d a t i o n i n c r e a s e s i n t h e
p r e s e n c e o f U V fl u e n c e a n d H 2 O 2 (W a n g e t a l . , 2 0 0 0 ) L o o k i n g a t t h e C C WD d a t a (T a b l e 3 . 1 ) a
f r e q u e n t o c c u r r e n c e t h r o u g h o u t t h e p h a s e s w a s t h a t t h e s a m p l e s t r e a t e d w i t h U V i r r a d i a t i o n h a d
h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f T O B r t h a n s a m p l e s t h a t w e r e n o t t r e a t e d w i t h U V i r r a d i a t i o n .
A d d i t i o n a l l y , t h e c h l o ri n a t e d w a t e r s a m p l e s h a d h i g h e r T O B r c o n c e n t r a t i o n s t h a n t h e
c h l o r a m i n a t e d o n e s T h r o u g h t h e s e fi n d in g s , i t s e e m s l i k e l y t h a t w a t e r t r e a t m e n t u s i n g a
c o m b i n a t i o n o f o z o n e , p e r o x i d e , a n d / o r U V ir r a d i a t i o n c a n b r e a k d o w n N O M i n t o s m a l l e r
m o l e c u l e s T h e C CWD r e s u l t s a l s o s u p p o r t t h e k n o w l e d g e t h a t c h l o r i n e i s m o r e e f f e c t i v e t h a n
c h l o r a m i n e s a t c o n v e r t i n g b r o m i d e i n t o H O B r d u e t o t h e f a c t t h a t t h e c h l o ri n a t e d a n d U V t r e a t e d
s am p l e s fi re q u e n t ly c o n t a i n e d h i g h e r c o n c e n t r a t i o n s o f T O B r t h a n t h e c h l o ri n a t e d , n o n - U V
t r e a t e d s am p l e s . A s a r e s u l t , t h e C CWD w a t e r q u a l i t y a n d t r e a t m e n t c o n d i t i o n s w e r e f a v o r a b l e in
f a c i l i t a t i n g t h e f o r m a t i o n o f a h i g h p r o p o r t i o n o f b r o m i n e - c o n t a i n i n g T H M s a n d H A A s .
I n a s t u d y t h a t e x a m i n e d D B F m i x t u r e s i n c h l o r i n a t e d (C I 2 ) a n d o z o n a t e d / p o s t -
c h l o ri n a t e d (O 3 /C I 2 ) d r i n k i n g w a t e r s , r e s e a r c h e r s e s t a b l i s h e d a n u m b e r o f c r i t e ri a t o e v a lu a t e t h e
p o t e n t i a l h e a l t h e f f e c t s a n d r i s k s i n v o lv e d w i t h e x p o s u r e s t o s u c h t r e a t e d w a t e r s (S i m m o n s e t a l . ,
2 0 0 8 ) K n o w n a s t h e
"
4 L a b S t u d y
"
b e c a u s e i t i n v o l v e d s c i e n t i s t s f r o m f o u r b r a n c h e s w i t h i n t h e
U . S E n v i r o n m e n t a l P r o t e c t i o n A g e n c y , t h e s o u r c e w a t e r u s e d i n d i f f e r e n t b a t c h e s i n t h i s s t u d y
w a s s p i k e d w i t h m e a n c o n c e n t r a t i o n s o f 1 1 5 ji g / L o f b r o m id e a n d 15 ji g / L o f i o d i d e t o e l e v a t e
t h e l e v e l s o f t h e s e i o n s (M i l t n e r e t a l , 2 0 0 8 ) . O n c e s p i k e d , t h e s e w a t e r s w e r e e i t h e r c h l o ri n a t e d
o r o z o n a t e d a n d p o s t
- c h l o r i n a t e d . A f t e r t r e a t m e n t , t h e fi n i s h e d w a t e r s w e r e a n a l y z e d f o r a
n u m b e r o f D B F s a s w e l l a s T O X
,
a n d a c a l c u l a t i o n f o r t h e i n c o r p o r a t i o n o f b r o m i d e i n t o t h e s e
D B F s w a s u n d e r t a k e n a s s h o w n i n T a b l e 4 1 w h e r e t h e fi n a l b r o m i d e c o n c e n t r a t i o n i n b o t h o f t h e
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fi n i s h e d w a t e r s i s s h o w n i n t h e b o t t o m r o w
T a b l e 4 1 B r o m i n e i n c o r p o r a t i o n i n t o D B P i n t h e M i lt n e r e t a l . ( 2 0 0 8 ) s t u d y .
P a r a m e t e r
A c c o u n t e d - f o r B r
"
i n
T H M 4 + H A A 9
A c c o u n te d - f o r B r
'
i n
o t h e r m e a s u r e d D B P s
T o t a l a c c o u n t e d - f o r B r
'
U n a c c o u n t e d - f o r B r
'
[B r o m i d e l (B r
'
)
C I 2 fi n i s h e d
^ g / L
5 5 . 3










O 3 / C I 2 fi n i s h e d












F o r t h e C I 2 fi n i s h e d w a t e r , M i l t n e r e t a l ( 2 0 0 8 ) c a l c u l a t e d t h i s c o n c e n t r a t i o n b y s u b t r a c t i n g t h e
c o n c e n t r a t i o n o f b r o m i d e l o s t d u r i n g c h l o r i n a t i o n fr o m t h e i n i t i a l b r o m i d e c o n c e n t r a t i o n i n t h e
r a w w a t e r ( 14 1 n g / L - 7 . 9 M- g / L = 1 33 . 1 |x g / L ) F o r t h e O 3/ C I2 fi n i s h e d w a t e r , fi n a l b r o m i d e
c o n c e n t r a t i o n w a s c a l c u l a t e d b y s u b t r a c t i n g t h e b r o m i d e e q u i v a l e n t o f b r o m a t e a n d t h e
c o n c e n t r a ti o n o f b r o m i d e l o s t d u r i n g t r e a t m e n t fr o m 14 1 ji g / L ( 14 1 ^ ,g / L - 6 . 1 a s ^ g B r
"
/ L - 8 9
fi g / L
= 12 6 M-g / L ) . S i n c e b r o m i d e w a s l o s t d u r i n g b o t h t r e a t m e n t s c h e m e s , s h o u l d t h e
"
l o s t
b r o m i d e
"
n o t b e f a c t o r e d i n t o t h e
"
a c c o u n t e d - f o r
"
b r o m i d e c o n t e n t ? T h i s i s a s s u m i n g t h a t t h e
"
l o st b r o m i d e " r e a c t e d w i t h t h e d i s in f e c t a n t t o p r o d u c e b r o m i n e - c o n t a i n i n g D B P s T h e C C WD
r e s u l t s o n ly in c lu d e d o r g a n o b r o m i n e c o n c e n t r a t i o n s f r o m T H M 4 a n d H A A 9 , s o t o c o m p a r e
p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O B r f r o m t h e C CWD d a t a t o t h e p e r c e n t a g e o f u n a c c o u n t e d - f o r
b r o m i d e i n t h e 4 L a b S t u d y , t h e p e r c e n t a g e o f a c c o u n t e d - f o r b r o m i n e i n o t h e r m e a s u r e d D B P s
s h o u l d n o t b e i n c l u d e d in t h e p e r c e n t a g e t o t a l a c c o u n t e d
- f o r b r o m i n e . D o i n g s o c h a n g e s t h e
p e r c e n t a g e s o f u n a c c o u n t e d- f o r b r o m i d e t o b e 5 8 . 4 % a n d 6 4 . 6 % f o r C I2 fi n i s h e d a n d O 3/ C I 2
fi n i s h e d w a t e r s
,
r e sp e c t i v e l y . T h e r e i s C CWD da t a f o r D B P s o t h e r t h a n T H M 4 a n d H A A 9 , b u t
t h a t i n f o r m a t i o n w a s n o t a v a i l a b l e a t th e t i m e t h i s r e p o r t w a s w r i t t e n .
T h e C C WD da t a i n T a b l e 3 . 1 r e p o r t s p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O B r f o r c h l o r a m in a t e d
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w a t e r s t h a t h a v e b e e n t r e a t e d w i t h o z o n e o r U V i r r a d i a t i o n (P h a s e s l A & I B ) a n d w it h
o z o n e / p e r o x i d e s o r U V i r r a d i a t i o n (P h a s e s 2A & 2B ) T h e s e v a lu e s f a l l i n t h e s a m e r a n g e a s t h e
p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O B r i n t h e M i l t n e r e t a l s t u d y (20 0 8 ) , o r o c c u r i n t h e 7 0 % - 8 0 %
r a n g e ; a l t h o u g h , t h a t s t u d y d i d n o t l o o k a t w a t e r s t h a t w e r e c h l o r a m i n a t e d . B e c a u s e t h e
p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O B r f o r t h e C CWD c h l o r in a t e d s am p l e s c o u l d n o t b e d e t e r m i n e d ,
c o m p a r i s o n s b e t w e e n t h e s e f i n d i n g s a n d t h e M i l t n e r e t a l . d a t a c o u ld n o t b e m a d e .
T O X v a l u e s fr o m t h e 4 L a b S t u d y w e r e 3 89 ]x g C l/ L i n C I 2 fi n i s h e d w a t e r a n d 2 75 ^ g
C l / L i n t he O 3/ C I2 fi n i s h e d w a t e r . T h e s e s a m p l e s w e r e q u a n t i f i e d f o r T O X u s in g a t i t r a t i o n o f a
s i l v e r h a l i d e , t h e s am e m e t h o d t h a t w a s u s e d f o r m e a s u r i n g T O X in t h e C CWD s am p l e s , s o t h e
v a l u e s in c l u d e p r e s e n c e o f c h l o r i d e , b r o m i d e , a n d i o d i d e T O X v a lu e s o f t h e w a t e r s i n t h e 4 L a b
S t u d y i n d i c a t e t h a t T O X d e c r e a s e s w h e n t h e w a t e r s w e r e o z o n a t e d a n d p o s t
- c h l o r i n a t e d
,
a t r e n d






, a n d 2 B (w h i c h w e r e e i t h e r o z o n a t e d o r o z o n a t e d a n d t r e a t e d w i t h p e r o x i d e s ) w i t h
P h a s e 3A P r e - N F . T h i s t r e n d i s a l s o o b s e r v e d i n t h e C C WD da t a f o r I C m e a s u r e d T O C l + T O B r .
T h e 4L a b S t u d y r e p o r t e d p e r c e n t a g e s o f a c c o u n t e d
- f o r T O X f r o m T H M 4 a n d H A A 9 t o b e
3 6 1% a n d 30 . 4 % i n t h e C I 2 a n d O 3/ C I 2 fi n i s h e d w a t e r s , r e s p e c t i v e l y , v a l u e s t h a t a r e n o t s i m i l a r
t o t h e r e s u lt s fr o m t h e C C WD s t u d y a s t h e s e v a l u e s w e r e c o n s i s t e n t l y a b o v e 4 5% f o r t h e
c h l o r i n a t e d s a m p l e s . T h e r e a r e s u f fi c i e n t l y d i f f e r e n t a s p e c t s o f t h e s t u d i e s , s u c h a s t h e
c o n c e n t r a t i o n o f b r o m i d e i n t h e C CWD s t u d y , w h i c h c a n e x p l a i n t h e d i f f e r e n c e .
4 . B . T o x i c i t y o f M i x t u r e s
I t i s w i d e l y k n o w n t h a t , i n g e n e r a l , t h e g e n o t o x i c i t y o f D B P s i n c r e a s e s f r o m c h l o r i n e
t h r o u g h b r o m i n e t o i o d in e s u b s t i t u t i o n (R i c h a r d s o n e t a l , 2 0 07 ) T h e r e h a v e b e e n m a n y s t u d i e s
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e v a l u a t i n g t h e c a r c i n o g e n i c i t y , m u t a g e n i c i t y , g e n o t o x i c i t y , o r c y t o t o x i c t y o f D B F s ; h o w e v e r ,
t h e y h a v e m o s t l y o n l y f o c u s e d o n t h e e f f e c t s o f i n d iv i d u a l D B F c o m p o u n d s (F l e w a e t a l 2 0 02 ) ,
a n d i n s y n t h e t i c s o lu t i o n s , a n d r a r e l y l o o k a t m i x t u r e s o f D B F s (S i m m o n s e t a l , 2 0 0 2 ) , l e t a l o n e
"
r e a l
"
w a t e r . M a n y r e s e a r c h e r s h a v e s h i e d a w a y fr o m a p p r o a c h i n g d r in k i n g w a t e r D B F s a s
m i x t u r e s s i n c e o v e r 6 0 0 D B F s m a y e x i s t u n d e r sp e c i f i c c o n d it i o n s , b u t o n l y a s m a l l n u m b e r o f
t h em h a v e b e e n p o s i t i v e l y i d e n t i f i e d a n d q u a n t i f i e d (K r a s n e r e t a l . , 2 0 0 6 ) . T h e r e a r e , t h e r e f o r e ,
m a n y c h a ll e n g e s t o o v e r c o m e b e f o r e d e t e r m i n i n g w h i c h ty p e s o f d i s i n f e c t i o n c o n t r i b u t e t h e m o s t
t o x i c i t y t o a d r i n k i n g w a t e r a n d p e r h a p s s u c h t o x i c i t y i s a r e s u l t o f D B F s t h a t h a v e y e t t o b e
i d e n t i f i e d . A d d i t i o n a l l y , d r i n k i n g w a t e r s r e a d y f o r d i s tr i b u t i o n t o c o n s u m e r s c o n t a i n
c o n c e n t r a t i o n s o f D B F s a t \i g / L o r e v e n n g / L c o n c e n t r a t i o n s , a n d t h e m a j o r i t y o f t o x i c i t y a s s a y s
a r e n o t s e n s i t iv e e n o u g h a t t h e s e l o w c o n c e n t r a t i o n s . T h u s , t h e t r e a t e d d r i n k i n g w a t e r c a n n o t b e
u s e d " a s i s
,
"
b u t i n s t e a d i t m u s t b e c o n c e n t r a t e d u s i n g v a ri o u s t e c hn i q u e s s o t h a t th e
c o n c e n tr a t i o n s o f D B F s a r e a t a m u c h h i g h e r l e v e l . D e s p i t e t h e s e d i f f i c u l t i e s , t r e a t i n g d r i n k i n g
w a t e r a s a m i x t u r e o f D B F s i s s t i l l e x t r e m e l y im p o r t a n t b e c a u s e do i n g s o c a p t u r e s t h e
"
r e a l
w o r l d " c o n t r i b u t i o n s t o h u m a n e x p o su r e .
O n e s t u d y i n v o lv i n g m i x t u r e s o f D B F s i n r e a l w a t e r s u s i n g t h e A m e s m u t a g e n i c i t y a s sa y
c o m p a r e d t h e n o n v o l a t i l e a c i d i c o r g a n i c e x t r a c t s (f o l l o w i n g X A D r e s i n e x t r a c t i o n a n d
su b s e q u e n t e l u t i o n i n e t h y l a c e t a t e ) f r o m t w o d i f f e r e n t d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s t h a t w e r e t r e a t e d
w it h c h l o r i n e , c h l o r a m i n e s , o z o n e , a n d o z o n e f o l l o w e d b y e i t h e r c h l o r in e o r c h l o r a m i n e s
(D e M a r i n i e t a l , 1 9 9 5 ) . T h e o v e r a l l r e su l t s f r o m t h i s s t u d y w e r e t h a t t h e e x t r a c t s fr o m t h e
c h l o ri n a t e d d r i n k i n g w a t e r (C I 2 ) p r o d u c e d t h e m o st r e v e r t a n t s p e r l i t e r - e q u i v a l e n t , o z o n a t i o n p lu s
p o s t
- c h l o ri n a t i o n (O 3/ C I 2) p r o du c e d t h e s e c o n d m o s t , t h e n c h l o r a m i n a t i o n (N H 2C I ) , o z o n a t i o n
p lu s p o s t
- c h l o r a m i n a t i o n (O 3/ N H 2C I ) w a s t h e s e c o n d l o w e s t , w h i l e o z o n a t i o n (O 3) a l o n e
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p r o d u c e d t h e f e w e s t r e v e r t a n t s . T h e r e s u l t s f r o m t h e t r e a t e d w a t e r s w e r e c o m p a r e d t o t h e
m u t a g e n i c i t y o f 3 - c h l o r o - 4 - (d i c h l o r o m e t h y l )- 5 - h y d r o x y - 2 - (5H ) - f u r a n o n e , a l s o k n o w n a s M X , a
p r i m a r y m u t a g e n i n c h lo r i n a t e d d r i n k i n g w a t e r , s i n c e M X a c c o u n t s f o r a b o u t 6 0% o f t h e
m u t a g e n i c a c t iv i t y o f s o m e c h l o ri n a t e d d r i n k i n g w a t e r s a m p l e s a n d i s a v e r y p o t e n t b a c t e ri a l
m u t a g e n (M e i e r e t a l . , 1 9 87 )
F r o m a c h em i s t ' s s t a n d p o i n t , t h e r e a r e s e v e r a l q u e s t i o n s r e g a r d i n g t h e m e t h o d s u s e d in
t h a t st u d y w h i c h r e m a i n u n a n s w e r e d . A s s t a t e d e a r l i e r , t h e w a t e r u s e d i n t h i s s t u d y c a m e fr o m
t w o d i f f e r e n t s o u r c e s . T h e w a t e r s w e r e t r e a t e d a t t h e i r r e s p e c t i v e t r e a tm e n t f a c i l i t i e s a n d
c o l l e c t e d a ft e r t h e i r p a r t i c u l a r t r e a t m e n t s c h e m e . T h e r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t c o n c e n t r a t i o n s w e r e
r e p o r t e d a t t h e t i m e t h e w a t e r s a m p l e s w e r e c o n c e n t r a t e d o n X A D r e s in s . F o r t h e C I 2 , N H 2C I ,
O 3/ C I 2 , a n d O 3/ N H 2C I s a m p l e s , t h e r e s i d u a l s w e r e 1 . 8 m g / L C I 2 , 2 . 4 m g / L C I 2 , 1 . 1 m g / L C I 2 , a n d
2 . 4 m g / L a s C I 2 , r e s p e c t i v e l y T h e p u r p o s e o f a m a i n t a i n i n g a r e s i d u a l i n t h e t r e a t e d d r i n k i n g
w a t e r i s t o c o n t r o l a n d p r e v e n t b a c t e r i a l a n d p r o t o z o a n r e g r o w t h . T h e r e s e a r c h e r s d i d n o t r e p o r t
a dd i n g a c h e m i c a l s u c h a s a s c o r b i c a c i d t o q u e n c h o r r e m o v e t h e c h l o ri n e r e s i d u a l i n t h e w a t e r
p r i o r t o s a m p l e p r e p a r a t i o n a n d s u b s e q u e n t e x p o s u r e t o t h e S a l m o n e l l a s t r a i n s . Wh e n t h e w a t e r s
w e r e p a s s e d o v e r t h e X A D r e s i n s , t h e c h l o ri n e r e s i d u a l s c o u l d h a v e r e a c t e d w i t h t h e r e s i n b e a d s
t o f o r m a p o t e n t i a l l y m u t a g e n i c c o m p o u n d t h a t w a s e l u t e d i n t o t h e o r g a n i c l a y e r , o r t h e c h l o ri n e
r e s i d u a l m a y h a v e b e c o m e a t t a c h e d t o t h e r e s i n b e a d s , p r o v i d i n g a n a r e a w h e r e t h e c h l o ri n e
c o u l d f u r t h e r r e a c t w i t h N O M i n t h e r e m a i n in g w a t e r p a s s i n g t h r o u g h t h e X A D c o l u m n t h u s
f o r m i n g m o r e D B F s . H o w c e r t a i n i s it t h a t t h e m u t a g e n i c i t y r e s u lt s w e r e c a u s e d b y t h e a c t u a l
D B F s f o r m e d i n t h e w a t e r s a m p l e s r a t h e r t h a n b y t h o s e o t h e r p r o c e s s e s ? A n o t h e r q u e s t i o n w i t h
t h i s m e t h o d i s h o w m a n y o f t h e D B F s w e r e r e t a i n e d t h r o u g h t h e X A D c o n c e n t r a t i o n p r o c e s s ?
T O X w a s n o t m e a s u r e d b e f o r e o r a ft e r t h e w a t e r s a m p l e s w e r e p a s s e d t h r o u g h t h e r e s i n s , s o i t i s
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u n c e r t a i n w h e t h e r o r n o t t h e D B F s i n t h e e t h y l a c e t a t e r e p r e s e n t s 1 00 % c a p t u r e o f a l l t h o s e i n t h e
o r i g i n a l s a m p l e s o r w h e t h e r a n y f r a c t i o n m a y h a v e r e m a i n e d i n t h e a q u e o u s p h a s e E v a p o r a t i o n
o f t h e e t h y l a c e t a t e t o f u r t h e r c o n c e n t r a t e t h e D B F s c o u l d h a v e l e d t o l o s s o f th e v o l a t i l e
c o m p o n e n t s .
I n t h e 4 L a b S t u d y , r e s e a r c h e r s c o n c e n t r a t e d t h e f i n i s h e d d r i n k i n g w a t e r s (C I 2 a n d O 3/C I 2
t r e a t e d ) u s i n g r e v e r s e o s m o s i s (R O ) m e mb r a n e s t o p r e p a r e t h e w a t e r s f o r e x p o su r e a s s a y s (S p e t h
e t a l
,
2 0 0 8 ) . P r i o r t o R O c o n c e n t r a t i o n , t h e w a t e r s w e r e p a s s e d t h r o u g h i o n - e x c h a n g e r e s i n s t o
r em o v e h a r d n e s s a n d f r e e c h l o r i n e . T h e q u e s t i o n s c o n c e r n i n g q u e n c h i n g t h e r e s i d u a l fr e e
c h l o r i n e i n t h e w a t e r s a m p l e s t h a t w e r e r a i s e d fr o m t h e D e M a r i n i e t a l . ( 1 9 9 5 ) s t u d y a r e a l s o
r e l e v a n t h e r e A l t h o u g h t h e 4 L a b S t u d y a t t e m p t e d t o r e m o v e f r e e c h l o r i n e a n d w a t e r h a r d n e s s
(f r o m c a l c iu m c a r b o n a t e ) u s i n g i o n - e x c h a n g e r e s i n s , t h e y r e p o r t e d t h a t t h e w a t e r s t h a t w e r e
p a s s e d t h r o u g h i o n - e x c h a n g e r e s i n s s t i l l c o n t a i n e d f r e e c h l o r i n e .
A f t e r R O - c o n c e n t r a t i n g t h e C I 2 fi n i s h e d w a t e r s 13 6
- f o l d a n d t h e O 3 / C I 2 fi n i s h e d w a t e r s
1 24 - f o l d
,
t h e w a t e r s w e r e a n a l y z e d f o r p e r c e n t a g e r e c o v e r y o f D B F s . F e r c e n t a g e r e c o v e r i e s f o r
T O X w e r e 6 8 % f o r t h e C I 2 fi n i s h e d w a t e r s a n d 62 % f o r t h e O 3 /C I 2 f m i s he d w a t e r s . P e r c e n t a g e
r e c o v e r i e s f o r l o w - m o l e c u l a r w e i g h t D B F s , i . e . T H M s , w e r e l o w , l i k e l y d u e t o t h e v o l a t i l e n a t u r e
o f t h e s e c o m p o u n d s . I n o r d e r t o m a i n t a i n t h e D B F c o n t e n t o f t h e o r i g i n a l , n o n - R O - c o n c e n t r a t e d
w a t e r s ( I x ) p r i o r t o t o x i c i t y a n d e v a l u a t i o n , t h e D B F s lo s t a ft e r R O c o n c e n t r a t io n w e r e s p i k e d -
b a c k i n t o t h e w a t e r c o n c e n t r a t e s . T h e s e
"
s p i k e d
- b a c k " D B F s i n c l u d e C H C I 3 , B r C l 2 C H ,
B r 2C l C H , C I2 A A , B r C l A A , B r ^ A A , d i c h l o r o a c e t o n i t r i l e , a n d b r o m o c h lo r o a c e t o n i t r i l e . H o w e v e r ,
t h i s a t t e m p t w a s u n s u c c e s s f u l in r e p l a c in g a l l o f t h e l o s t D B F s b e c a u s e a f t e r a n a l y s i s f o r T H M s
a n d H A A s
,
t h e r e c o v e r i e s , f o r C H C I 3 a n d B r C l 2 C H w e r e c a l c u l a t e d t o f a l l b e t w e e n 5 1% a n d
59 % f o r b o t h t y p e s o f c o n c e n t r a t e d w a t e r s D B F r e c o v e r i e s w e r e d e t e r m i n e d b y c o m p a r i n g t h e i r
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c o n c e n t r a t i o n s i n t h e o r i g in a l w a t e r s ( I x ) w i t h t h e R O - c o n c e n t r a t e d w a t e r s
'
I x e q u i v a l e n t
c o n c e n t r a t i o n s . T h e i s s u e s w i t h t h e p r o c e s s o f s p i k i n g - b a c k t h e l o s t D B F s i s t h a t t h e r e s e a r c h e r s
w e r e o n l y s p i k i n g
- b a c k t h e D B F s t h a t w e r e i d e n t i f i e d . A s r e p o r t e d i n t h e K r a sn e r e t a l s t u d y
(2 00 6 ) t h e r e i s a s i g n i fi c a n t p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X i n t r e a t e d d r in k i n g w a t e r s a n d i t i s
u n k n o w n w h i c h o f t h e s e D B F s m i g h t h a v e b e e n l o s t
T h r o u g h t h e d a t a p r e s e n t e d i n t h i s r e p o r t a n d t h e d a t a p u b l i s h e d i n p r e v i o u s s t u d i e s , i t i s
c le a r t h a t m e a s u r in g T O X , i n a dd i t io n t o m e a su r i n g in d i v i d u a l D B F c o n c e n t r a t i o n s , i s a n
e s s e n t i a l c o m p o n e n t t o w a t e r c h a r a c t e r iz a t i o n w h e n d e a l i n g w i t h w a t e r a s a m a t r i x c o n t a i n i n g a
m i x t u r e o f D B F s . S i n c e a T O X m e a s u r e m e n t i s a s u m o f a l l o f t h e o r g a n i c h a l i d e s i n t h e w a t e r , it
i n c l u d e s c o n c e n t r a t i o n s f r o m a l l h a l o g e n a t e d D B F s t h a t h a v e b e e n i d e n t i fi e d a n d f r o m t h o s e t h a t
h a v e y e t t o b e i d e n t i fi e d . B e t w e e n 3 0% ) a n d 6 0% > o f h a l o g e n a t e d D B F s w e r e a c c o u n t e d f o r i n t h e
T O X o f w a t e r s a m p l e s fr o m a 19 8 5 s t u d y c a r r i e d o u t b y t h e U . S E PA , w h i c h m e a s u r e d
c h l o ri n a t e d D B F s a t 10 w a t e r u t i l i t i e s (S t e v e n s e t a l . , 19 90 ) . I f t h e s e r e s u l t s a r e e x t r a p o l a t e d t o
t r e a t e d d r i n k i n g w a t e r s t h a t a r e t y p i c a l l y d i s t r i b u t e d i n th e U n i t e d S t a t e s , t h e n b e t w e e n 4 0 % a n d
7 0%) o f h a l o g e n a t e d c o m p o u n d s a r e n o t a c c o u n t e d f o r i n t h e T O X c o n t e n t T h e r e s u l t s f r o m t h e
C CWD s t u d y i n T a b l e 3 1 su p p o r t t h i s h y p o t h e s i s a s t h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X w a s a l s o
g e n e r a l l y f o u n d f a l l w i t h i n a n d a b o v e t h i s r a n g e , b e t w e e n 4 0 % a n d 8 0% , i n s a m p l e s t h a t w e r e
o z o n a t e d
,
t r e a t e d w i t h / w i t h o u t U V i r r a d i a n c e
,
a n d c h l o r am i n a t e d T h e K r a s n e r e t a l . (2 0 0 6 )
s t u d y a l s o f o u n d t h a t a r o u n d 7 0% o f T O X r em a i n s u n k n o w n , a v a lu e d e t e r m i n e d f r o m t h e
- 3 0 %
o f T O X t h a t w a s a c c o u n t e d f o r o n a m e d i a n b a s i s .
I n p r e v i o u s s t u d i e s e x a m in i n g t h e m u t a g e n ic i t y , c y t o t o x i c i t y , o r g e n o t o x i c i t y o f d r i n k i n g
w a t e r D B F s , o n l y i n d i v i d u a l c o m p o u n d s o f D B F s , w e r e u s e d Wh i l e i t i s b e n e f i c i a l t o u n d e r s t a n d
t h e in d i v i d u a l e x p o su r e e f f e c t s o f t h e s e D B F s , t h e d o s e s t h a t w e r e u s e d i n t h o s e s t u d i e s i n
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s y n t h e t i c l a b o r a t o r y w a t e r s w e r e a t m u c h h i g h e r t h a n t h e c o n c e n t r a t i o n s t h a t a r e f o u n d i n r e a l
d r i n k i n g w a t e r s . M o r e o v e r , t h e s tu d i e s a l s o l e a v e a p a r t i c u l a r q u e s t i o n u n a n s w e r e d : s i n c e s u c h a
h i g h p r o p o r t i o n o f T O X i n t r e a t e d d r i n k in g w a t e r h a s n o t y e t b e e n i d e n t i f i e d (K r a s n e r e t a l . ,
2 0 06 ) , h o w m u c h o f t h e e x p o s u r e e f f e c t s c a n b e a t t r i b u t e d t o t h e i d e n t i fi e d D B F s a n d h o w m u c h
s h o u l d b e a t t r i b u t e d t o t h e u n i d e n t i fi e d o n e s ? B e c a u s e o f th e u n c e r t a i n t i e s s u r r o u n d i n g t h i s
q u e s t i o n , i t i s v e r y i m p o r t a n t t o p e r f o r m e x p o s u r e a s s a y s w i t h r e a l w a t e r s t h a t c o n t a i n m i x t u r e s
o f D B F s .
4 . C . G I A E x p e r i m e n t S e t 1
T h i s t e c h n i c a l r e p o r t d e s c r i b e s a t t e m p t s t o e x a m i n e t h e g r o w t h i n h i b i t i v e e f f e c t s o f a n
N O M c o n c e n t r a t e o f su r f a c e w a t e r
,
w h i c h h a s b e e n d i s i n f e c t e d I n th i s d i s c u s s i o n , t h e r e su l t s
f r o m t h e s e G I A e x p e r i m e n t s a r e c o m p a r e d w i t h t h e t o x i c o l o g i c a l a p p r o a c h u s e d b y P l e w a e t a l
( 2 0 0 2 ) a s w e l l a s r e s u l t s o b t a i n e d f r o m a s s a y s o f i n d i v i d u a l D B F s b y D r . A n t h o n y D e A n g e l o , a
r e s e a r c h t o x i c o l o g i s t a t t h e U S . E P A i n R e s e a r c h T r i a n g l e P a r k , N C w h o m o d i fi e d t h e P l e w a
m e t h o d t o u s e n o r m a l h u m a n c o l o n c e l l s (N C M 4 6 0) i n s t e a d o f C h i n e s e h a m s t e r o v a r y c e l l s
(C H O ) T h e D e A n g e l o m e t h o d i s t h e o n e s e l e c t e d f o r u s e i n t h i s t e c h n i c a l r e p o r t a n d h a s b e e n
n am e d t h e g r o w t h i n h i b i t i o n a s s a y (G I A ) .
I n t h e i r s t u d y , P l e w a e t a l . (2 0 0 2 ) e x p o s e d s i x H A A s , M X , p o t a s s i u m b r o m a t e , a n d
e t h y l m e t h a n e s u l f o n a t e (E M S , p o s i t iv e c o n t r o l ) t o C H O c e ll s a t v a r y i n g c o n c e n t r a t i o n s F o r t h e
p u r p o s e s o f t h i s t e c h n i c a l r e p o r t , o n l y t h e H A A d a t a fi : o m t h e s t u d y w i l l b e c o n s i d e r e d . T a b l e 4 2
l i s t s t h e s i x H A A s w i t h t h e i r r e sp e c t i v e c o n c e n t r a t i o n r a n g e s f o r e x p o s u r e t o t h e C H O c e l l s .
I n c l u d e d i n t h e t a b l e a r e I C 50 v a l u e s t h a t r e p r e s e n t t h e c o n c e n t r a t i o n s o f e a c h H A A a t w h i c h
50 % o f t h e C H O c e l l d e n s i t y w a s r e d u c e d
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Ta b l e 4 2 C o n c e n t r a t i o n r a n g e s o f H A A s u s e d i n P l e w a e t a l ( 2 0 0 2 ) a n d I C 5 0 v a l u e s
H A A A b b r e v i a t i o n
C o n c e n t r a t i o n r a n g e
(M )
I C 5 0
(M )
C H O c y t o t o x i c i t y r a n k
o r d e r
B r o m o a c e t i c a c i d B r A A 1x 10
" ^
- 5 x 10
- ^
8 . 9 x 1 0
" '
1
D ib r o m o a c e t i c
a c i d
B f zA A 1 x 10
- ^ - 1 2 5 x 1 0
"
5 0 x 1 0
- '
T r i b r o m o a c e t i c
a c i d
B r j A A 1 x 10
-
- 0 0 1 1 0 x 1 0
" ^
1 0 x 10
- ' - 0 0 1C h l o r o a c e t i c a c i d C lA A 9 4 4 x 10
D ic h l o r o a c e t i c a c i d C I 2A A 5 x 10
"
- 0 . 04 3 0 . 0 1 15
T r i c l i l o r o a c e t i c
a c i d
C 1, A A 1 0 x 1 0
- ' - 0 0 4 3 0 0 17 5
A s s e e n f r o m t h i s d a t a , t h e o r d e r o f H A A s f r o m m o s t t o l e a s t c y t o t o x i c i s a s f o l l o w s : B r A A >
C l A A > B r z A A > B r s A A > C I 3 A A > C I 2 A A .
T a b l e 4 . 3 p r o v id e s t h e I C 5 0 v a l u e s f o r e a c h o f t h e T H M 4 a n d H A A 9 c o m p o u n d s
o b t a i n e d i n D e A n g e l o
'
s e x p e r im e n t s u s i n g t h e G IA (D e A n g e l o , p e r s o n a l c o m m u n i c a t i o n ) .
T a b l e 4 3 D e A n g e l o
'
s I C 50 v a l u e s f o r T H M 4 a n d H A A 9 e x p o su r e t o c o l o n c e l l s u s i n g t h e G IA .
C o m p o u n d A b b r e v i a t i o n
C o n c e n t r a t i o n
r a n ge (M )
I C 50 ( M )
G I A
r a n k
o r d e r
P l e w a e t a l .
r a n k o r d e r
(20 0 2)
C h l o r o f o r m C H C I 3 N D
T H M 4
B r o m o d i c h l o r o m e t h a n e B r C U C H
D ib r o m o c h l o r o m e t h a n e B r s C l C H
1 0 0 x 10
- '




- 3 00 x 10
B r o m o f o r m C H B r , - 3 0 0 x 10
1x 10
- '
- I x l O
" '
C h l o r o a c e t i c a c i d C lA A 2 8 7 x 10
T
"
B r o m o a c e t i c a c i d B r A A 1x 10
- "
- 1 x 10 1 4 8 x 10
D ic h l o r o a c e t i c a c i d C I 2A A 3 4 1x 10
B r o m o c h l o r o a c e t i c a c id B r C l A A 5 0 0x 10
^
N A
T r i c h l o r o a c e t i c a c i d
H A A 9
C I 3A A 4 17x 10
- ^
D i b r o m o a c e t i c a c i d B r z A A 4 70 x 10
- 4
B r o m o d i c h l o r o a c e t i c
a c i d
B r C UA A
1x 10
-
- 0 5 x 10
- ^
2 03 x 10
■ 3
N A
D i b r o m o c h l o r o a c e t i c
a c i d








" i n d i c a t e s t h a t t h i s H A A w a s n o t t e s t e d
N D = N o t a b l e t o b e d e t e c t e d
A r a n k o r d e r f o r T H M 4 c o u l d n o t b e d e t e r m i n e d b e c a u s e t w o o f t h e s p e c i e s (C H C I 3 a n d
B r C bC H ) s h o w e d n o i n h i b i t o r y e f f e c t e v e n a t t h e h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n t e s t e d (3 0 0 x 10
" ^ M )
13 0
T h e T H M 4 d a t a in T a b l e 4 3 in d i c a t e t h a t t h i s g r o u p o f D B F s i s n o t p a r t i c u l a r l y g r o w t h
i n h i b i t i v e t o w a r d s t h e c o l o n c e l l s . T h e r a n k o r d e r f o r H A A 9 f r o m m o s t t o l e a s t g r o w t h i n h i b i t i v e
i s a s f o l l o w s : B r A A > B r C lA A > B r i A A > C I 3 A A > C l A A > C I 2 A A > B r j A A > B r z C l A A >
B r C la A A . C o m p a r i n g t h e P l e w a e t a l . (2 0 02 ) a n d D e A n g e l o a s s a y s (T a b l e 4 . 3 ) , t h e r a n k o r d e r
f o r t h e p o t e n c y o f t h e H A A s a r e s i m i l a r f o r b o t h m e t h o d s , a l t h o u g h t h e P l e w a e t a l ( 2 00 2 ) s t u d y
d i d n o t t e s t B r C l A A , B r C ^ A A , a n d B r 2 C l A A .
A s s e e n i n t h e R e s u l t s c h a p t e r , t h e G I A r e s u l t s f o r l a b o r a t o r y g e n e r a t e d c h l o r i n a t e d N OM
s a m p l e s s h o w n i n F i g u r e 3 . 1 - F i g u r e 3 . 5 i n d i c a t e t h a t t h e s e s a m p l e s w e r e r e l a t i v e l y n o n - g r o w th
i n h i b i t i v e o n t h e c o l o n c e l l s T h e H A A 9 e x t r a c t i o n r e s u l t s f o r t h e s e s a m p l e s (T a b l e 3 . 1 0 ) s h o w
t h a t i n sp i t e o f t h e h i g h d i s i n f e c t a n t d o s e a n d T O C c o n c e n t r a t i o n , H A A s r a n g e d f r o m 10




w h i c h
,
a c c o r d i n g t o t h e I C 5 0 r e s u l t s r e p o r t e d i n T a b l e 4 . 2 w e r e n o t p o t e n t e n o u g h t o
i n h i b i t c e l l g r o w t h b y 50 % o r m o r e T h i s s u g g e s t s t h a t b o t h g r o w t h i n h i b it i o n m e t h o d s a r e n o t
s e n s i t i v e e n o u g h t o d e t e c t g e n o - a n d c y t o t o x i c i ty i n d r i n k i n g w a t e r s c o n c e n t r a t e d b y a f a c t o r o f
10 .
T h e 4 L a b S t u d y a l s o l o o k e d a t t h e t o x i c i t y o f m i x t u r e s o f D B F s i n r e a l w a t e r s ; h o w e v e r ,
t h e i r a p p r o a c h w a s d i f f e r e n t t h a n t h e o n e d e s c r i b e d i n t h i s r e p o r t A s m e n t i o n e d e a r l i e r , th e
w a t e r s c o l l e c t e d i n t h i s s t u d y w e r e f i n i s h e d d r i n k i n g w a t e r s c o n c e n t r a t e d 13 6
- f o l d (C I 2) o r 12 4 -
f o l d (O 3/ C I 2 ) b y R O , c h em i c a l l y a n a l y z e d f o r D B F s , a n d u s e d i n i n v iv o a n d i n v it r o t o x i c o l o g y
a s s a y s t o d e t e r m i n e t h e i r e x p o s u r e e f f e c t s (S i mm o n s e t a l . , 2 0 0 8 ) . T h e i n v i v o a s s a y e x a m i n e d
t h e e x p o s u r e e f f e c t s o f t h e R O
- c o n c e n t r a t e d w a t e r s (C I 2 a n d O 3 /C I 2 fi n i s h e d ) o n r a t s (N a r o t s k y e t
a l
,
2 0 0 8 ) C r o s b y e t a l (2 0 0 8 ) e x a m i n e d t h e b i o l o g i c a l e f f e c t s o f t h e s e c o n c e n t r a t e s o n c u l t u r e d
r a t h e p a t o c y t e s u s in g a n i n v i t r o g e n e e x p r e s s i o n a s s a y , a n d l i k e t h e D e M a r i n i e t a l . ( 1 9 9 5 ) s t u d y ,
C l a x t o n e t a l ( 2 00 8 ) u s e d t h e A m e s a s s a y a s t h e o t h e r i n v i t r o a s s a y . I n a d d i t i o n t o R O
13 1
c o n c e n t r a t i o n
,
t h e w a t e r s i n t h a t s t u d y w e r e a l s o c o n c e n t r a t e d u s i n g X A D r e s i n s , e lu t e d w i t h
e t h y l a c e t a t e , c o n c e n t r a t e d u s i n g r o t a r y v a c u u m e v a p o r a t i o n , a n d d i s s o lv e d i n D M S O t o g i v e
8 0 00 - f o l d c o n c e n t r a t e s (C l a x t o n e t a l . , 2 0 0 8 ) . A n a d v a n t a g e t o t h i s a p p r o a c h i s t h a t t h e w a t e r s
w e r e c o n c e n t r a t e d r o u g h ly 1 0 0
- f o l d b y R O , 1 0 t i m e s g r e a t e r t h a n t h e R O c o n c e n t r a t i o n
t e c h n i q u e u s e d i n t h i s r e p o r t , a n d 80 0 0 - f o l d u s i n g X A D r e s i n s A c h i e v i n g s u c h h i g h w a t e r
c o n c e n t r a t e s a n d h i g h l e v e l s o f D B F s t h r o u g h t h e s e m e t h o d s i s e x t r em e ly b e n e fi c i a l w h e n u s i n g
a s s a y s t h a t a r e n o t s e n s i t i v e a t l o w e r D B F c o n c e n t r a t i o n s : t h e g e n e e x p r e s s i o n a s s a y (C r o s b y e t
a l , 2 0 0 8 ) , f u r t h e r d i s c u s s e d l a t e r in t h i s c h a p t e r , a n d t h e G IA A n o t h e r a d v a n t a g e t o t h i s m u l t i
¬
l e v e l a p p r o a c h i s t h a t r e s e a r c h e r s w e r e a b l e t o e v a l u a t e t h e t o x i c i t y o f t h e s e R O c o n c e n t r a t e s o n
l i v e r a t s , r e s u l t s t h a t c a n b e u s e d a s a m o d e l t o e v a l u a t e h u m a n h e a l t h im p a c t s (N a r o t s k y e t a l ,
2 0 0 8 ) .
H o w e v e r , s o m e d i s a d v a n t a g e s f r o m t h i s a p p r o a c h a r e t h a t t h e w a t e r s w e r e d i s i n f e c t e d p r i o r
t o R O a n d X A D c o n c e n t r a t i o n , r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t w a s n o t c o m p l e t e l y r e m o v e d w i t h a
q u e n c h i n g a g e n t , a n d t h a t l o s t D B F s ( f r o m R O c o n c e n t r a t i o n ) w e r e s p i k e d b a c k t o m a t c h t h e
p r o p o r t i o n o f D B F s i n t h e o r i g in a l f i n i s h e d w a t e r s D i s i n f e c t i o n b e f o r e R O /X A D c o n c e n t r a t i o n
c a u s e s l o s s o f v o l a t i l e D B F s F a i lu r e t o c o m p l e t e ly q u e n c h r e s i du a l d i s i n f e c t a n t m a y r e s u l t i n t h e
r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t r e a c t i n g w i t h t h e X A D r e s i n b e a d s t o p r o d u c e p o t e n t i a l ly t o x i c / m u t a g e n i c
c o m p o u n d s a n d f o r m a t i o n o f a d d i t i o n a l D B F s f r o m a t t a c h m e n t o f t h e r e s i d u a l t o t h e r e s i n b e a d s
a n d su b s e q u e n t r e a c t i o n w i t h N OM du r i n g X A D c o n c e n t r a t i o n , b o t h e v e n t s c o u l d c r e a t e f a l s e
p o s i t i v e m u t a g e n i c r e s u l t s in u s i n g t h e A m e s a s s a y . T h e d i s a d v a n t a g e o f sp i k i n g b a c k t h e lo s t
D B F s w a s e x p l a i n e d e a r l i e r .
T h e a d v a n t a g e s t o t h e a p p r o a c h u s e d i n t h i s r e p o r t a r e t h a t t h e w a t e r s u s e d i n t h i s s t u d y
w e r e R O - c o n c e n t r a t e d p r i o r t o d i s i n f e c t i o n a n d t h a t t h e r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t w a s q u e n c h e d u s i n g
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a s c o r b i c a c i d . L o s t D B F s w e r e n o t s p i k e d b a c k i n t o t h e w a t e r s s i n c e t h e y w e r e d i s i n f e c t e d p o st
-
R O c o n c e n t r a t i o n a n d t h e o n ly w a y s t h e D B F s c o u l d b e l o s t w e r e t h r o u g h e x p o s u r e o f t h e w a t e r
s a m p l e s t o t h e a i r a n d t r a n s f e r o f t h e s a m p l e s d u r i n g t h e G I A e v a l u a t i o n p r o c e s s D i s a d v a n t a g e s ,
h o w e v e r , w e r e t h a t t h e w a t e r s c o u l d o n l y b e c o n c e n t r a t e d 10
- f o l d b y R O a n d th a t t h e w a t e r s
w e r e o n l y a n a l y z e d f o r H A A 9 .
W h e n c o m p a r i n g t h e s e a p p r o a c h e s , i t i s e v i d e n t t h a t t h e 4 L a b St u d y a p p r o a c h c a m e
p r i m a r i l y f r o m t h e s t a n d p o i n t o f t o x i c o l o g y r e s e a r c h e r s , w h i l e t h e a p p r o a c h d e s c r i b e d i n t h i s
r e p o r t c a m e f r o m t h e p o i n t o f v i e w o f c h em i s t s M u l t i - l e v e l a p p r o a c h e s t o e v a lu a t i n g t h e t o x i c it y
o f D B F m i x t u r e s a r e s t i l l r e l e v a n t t o i m p r o v i n g o u r u n d e r s t a n d i n g o f e x p o s u r e e f f e c t s o f f i n i s h e d
d r i n k i n g w a t e r t h o u g h t h e s e a p p r o a c h e s a r e c o m p l e x F o r f u t u r e w o r k , r a w w a t e r s s h o u l d
d e fi n i t e l y b e c o n c e n t r a t e d p r i o r t o d i s i n f e c t i o n . T h e c o n c e n t r a t i o n m e t h o d c o u l d b e b y R O ;
h o w e v e r , t h e c o n c e n t r a t i o n f a c t o r s h o u l d c e r t a i n l y b e g r e a t e r t h a n 1 0 . P e r h a p s X A D r e s i n s c o u l d
a l s o b e u s e d t o c o n c e n t r a t e t h e r a w w a t e r s : s i n c e d i s i n f e c t i o n h a s n o t y e t t a k e n p l a c e , t h e r e
w o u l d n o t b e t h e i n t e r f e r e n c e s t h a t w e r e d e s c r i b e d w i t h w a t e r s t h a t h a d a l r e a d y u n d e r g o n e
d i s in f e c t i o n . P o s t - d i s i n f e c t i o n , t h e r e s i d u a l d i s in f e c t a n t m u s t b e q u e n c h e d t o e n s u r e t h a t t h e
t o x i c i t y o f t h e w a t e r s i s o n l y f r o m D B F s a n d n o t f r o m t h e r e s i d u a l . T h e s am e a s s a y s (f r o m t h e
4 L a b St u d y a n d f r o m t h i s s t u d y ) c o u l d b e u s e d d e p e n d i n g o n t h e o b j e c t i v e a n d l i m i t a t i o n s o f
e a c h s t u d y . F o r e x a m p l e , i f o n e w a n t e d t o d e t e r m i n e a l i f e t i m e t o x i c i t y e x p o s u r e , o n e c o u l d
c h o o s e t o u s e a n i n v iv o a s s a y w i t h r a t s . I f o n e w a n t e d a q u i c k e r a n d l e s s e x p e n s i v e m e t h o d t o
e v a l u a t e e x p o s u r e e f f e c t s t h a t a r e m o r e r e l a t a b l e t o h u m a n s , t h e n t h e G I A s h o u l d b e u s e d
A d d i t i o n a l l y , t h e w a t e r s am p l e s s h o u l d b e c h e m i c a l l y a n a l y z e d f o r T H M 4 , H A A 9 , h a l o g e n a t e d




a n d T O C l / T O B r . T h i s w a y , t h e w a t e r s c a n b e c h a r a c t e r i z e d a c c o r d i n g t o t h e i r
l e v e l s o f D B F s a n d t h e T O X c o n t e n t (a c c o u n t e d f o r a n d u n a c c o u n t e d f o r ) c a n p e r h a p s b e u s e d a s
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a n i n d i c a t o r f o r e v a l u a t i n g t h e w a t e r
'
s t o x i c i t y .
4 . D . G I A E x p e r i m e n t S e t 2
A n o t h e r a p p r o a c h t o l o o k i n g a t m i x t u r e s i n v o l v e d s p i k i n g B r A A a n d l A A i n t o t h e s a m e
m a t r ix s e p a r a t e l y (F i g u r e 3 12 & F i g u r e 3 . 1 3 ) a n d t o g e t h e r (F i g u r e 3 15 & F i g u r e 3 . 16 ) a n d
e v a lu a t i n g t h e s e s a m p l e s w i t h t h e G I A t o d e t e r m i n e w h e t h e r o r n o t t h e c o m b i n a t i o n o f t h e t w o
c o m p o u n d s w o u l d r e s u l t i n a s y n e r g i s t i c o r a n t a g o n i s t i c g r o w t h i n h i b it i v e e f f e c t o n t h e c o l o n
c e l l s . T h i s a p p r o a c h w a s u s e d b e c a u s e in t h e G I A E x p e r i m e n t S e t 1, I C 50 v a lu e s c o u l d n o t b e
o b t a i n e d w i t h t h o s e s a m p l e s e v e n t h o u g h t h e w a t e r s h a d a s i g n i f i c a n t d o s e o f d i s i n f e c t a n t ,
i n d i c a t i n g t h a t t h e a s s a y i s n o t s e n s i t i v e e n o u g h a t t h e l e v e l s o f H A A s t h a t w e r e p r e s e n t i n t h e
s a m p l e s
T h e r e i s s t i l l i n s u f f i c i e n t in f o r m a t i o n r e g a r d i n g t h e e f f e c t o f D B P m i x t u r e s o n t o x i c it y
a s s a y s o r o n t h e G I A ; h o w e v e r , a s s t a t e d o n p a g e 10 9 o f t h i s r e p o r t , t h e e x p e c t e d I C 5 0 v a lu e f o r
t h e B r A A a n d l A A m i x t u r e w a s 1 . 6 5 x 1 0
' ^ M
,
w h i l e t h e a c t u a l IC 5 0 v a l u e o f t h e m ix t u r e w a s
6 x 10
' ^
M . T h o u g h t h i s d i f f e r e n c e i s o n l y o n e o r d e r o f m a g n i t u d e , i t i s a c l e a r i n d i c a t i o n t h a t t h e
m ix t u r e h a d a s y n e r g i s t i c e f f e c t o n c e l l g r o w t h (F i g u r e 3 . 1 6 ) , t h u s i n d i c a t i n g t h a t c u r r e n t
m e t h o d s o f d e t e r m i n i n g t o x i c i t y o f D B F s d o n o t r e p r e s e n t t h e t r u e e f f e c t s o f a m a t r ix c o n t a i n i n g
m i x t u r e s A l t h o u g h t h e s am p l e s i n G I A E x p e r i m e n t a l S e t 1 t h a t c o n t a i n e d a m i x t u r e o f a l l n i n e
o f t h e s e H A A s w e r e n o t p o t e n t e n o u g h t o p r o d u c e I C 50 v a lu e s , fr o m a T O C c o n c e n t r a t i o n o f
a b o u t 2 9 m g C /L a n d o n w a r d s , g r o w t h i n h ib i t i o n o f t h e c e l l s b e g a n t o b e c o m e v i s ib l e . T h e
i n d i v i d u a l c o n c e n t r a t i o n s o f t h e H A A 9 w e r e a b o u t t w o t o t h r e e o r d e r s o f m a g n i t u d e l o w e r t h a n
t h e i n d i v i d u a l I C 50 v a l u e s t h a t w e r e d e t e r m i n e d b y D eA n g e l o ; h o w e v e r , i t i s p o s s i b l e t h a t t h e
c o m b i n a t i o n o f t h e s e H A A s
, a t a h i g h e n o u g h T O C c o n t e n t i n t h e w a t e r m a t r i x , s t a r t e d t o c a u s e
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t h e i n c r e a s e i n g r o w t h i n h i b i t i o n t h a t i s s e e n t o w a r d s t h e e n d o f t h e G I A c u r v e s (F i g u r e 3 . 1 -
F i g u r e 3 . 5 )
T h e n e c e s s i t y f o r t h e w a t e r s am p l e s t o h a v e a h i g h c o n c e n t r a t i o n o f T O C p r i o r t o t h e i r
u s a g e i n t o x i c i t y a s s a y s i s r e p r e s e n t e d i n t h e C r o s b y e t a l ( 2 0 0 8 ) s t u d y t h a t w a s m e n t i o n e d
e a r l i e r . T h i s s t u d y w a s a c o m p o n e n t o f t h e 4 L a b S t u d y a n d i t e x a m i n e d t h e g e n e e x p r e s s i o n
c h a n g e s i n r a t l i v e r c e l l s t h a t w e r e e x p o s e d t o th e m i x t u r e s o f D B F s t h a t f o r m e d a s a r e s u l t o f
c o n c e n t r a t i n g t h e C I 2 a n d O 3/ C I 2 f i n i s h e d w a t e r s (C r o s b y e t a l . , 2 0 0 8 ) R e s e a r c h e r s d e t e r m i n e d
c y t o t o x i c i t y b y m e a s u r i n g t h e a m o u n t o f l a c t i c a c i d d e h y d r o g e n a s e (L D H ) t h a t w a s r e l e a s e d i n t o
t h e m e d i u m a f t e r e x p o s u r e t o 1 : 1 0 a n d 1 :2 0 d i l u t i o n s o f t h e C I 2 c o n c e n t r a t e s a m p l e , 1 : 1 0 d i lu t i o n
o f t h e O 3 / C I 2 s a m p l e , a n d f ii l l - s t r e n g t h s a m p l e s f o r b o t h t y p e s o f f i n i s h e d w a t e r c o n c e n t r a t e s .
W h a t t h e y n o t i c e d w a s t h a t th e f i i l l - s t r e n g t h c o n c e n t r a t e s f o r C I 2 a n d O 3/ C I2 f i n i s h e d w a t e r s w e r e
e q u a l l y c y t o t o x i c w h e n c o m p a ri n g t h e L D H a c t i v i t y r e l e a s e r e s u l t s o f t h e s a m p l e s t o a c o n t r o l
T h e d i l u t i o n s o f t h e s e c o n c e n t r a t e s e x h i b i t e d L D H a c t i v i t i e s t h a t w e r e 8 2 % , 9 0 % , a n d 7 6% > o f
t h e c o n t r o l v a l u e f o r t h e 1 : 1 0 C I2 , 1 :2 0 C I2 a n d 1 : 10 O 3 /C I 2 s a m p l e s , r e s p e c t i v e ly ; t h u s ,
i n d i c a t i n g t h a t t h e s e d i l u t i o n s w e r e n o t c y t o t o x i c . T h e s a m e c o n c e r n s w i t h r e g a r d t o t h e c h l o ri n e
r e s i d u a l i n t h e s e w a t e r s a m p l e s a r i s e : h o w i s i t c e rt a i n t h a t t h e c y t o t o x i c i t y i s n o t c a u s e d b y t h e
r e s i d u a l , b u t o n l y b y t h e m i x t u r e o f D B F s t h a t a r e in t h e c o n c e n t r a t e s ? W h a t w o u l d t h e
c y t o t o x i c i t y o f t h e s a m p l e s b e i f t h e r e s i d u a l c h l o ri n e h a d b e e n q u e n c h e d ? A l s o , h o w m u c h d o
t h e b y - p r o d u c t s o f q u e n c h i n g c o n t ri b u t e t o t o x i c it y ?
T h e r e s u l t s f r o m G I A E x p e r i m e n t S e t 1 s u g g e s t t h a t i f t h e s a m p l e s c o n t a in e d a h i g h e r
T O C c o n c e n t r a t i o n
,
m o r e g r o w t h i n h i b i t i o n c o u ld h a v e b e e n s e e n . S o , a l t h o u g h t h e C r o s b y e t a l .
( 2 0 0 8 ) s t u d y d i d n o t c o m p l e t e l y r e m o v e a l l o f t h e r e s id u a l c h l o ri n e , i t a l s o i n d i c a t e d t h a t a h i g h e r
c o n c e n t r a t i o n o f T O C i s n e c e s s a r y t o s e e t h e c y t o t o x i c e f f e c t s o f t h e s a m p l e s
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4 . E
. T o x i c i t y St u d i e s U s i n g C li l o r a m i n a t e d D r i n ld n g W a t e r
I n c h a p t e r 3 , t h e r e s u h s f r o m t h e e f f e c t s o f q u e n c h e d c h l o r i n e a n d c h l o r am i n e b y ¬
p r o d u c t s o n t h e c o l o n c e l l s i n t h e G I A w e r e d o c u m e n t e d C o mp a r e d w i t h t h e s a m p l e s c o n t a in i n g
a p r e - q u e n c h e d C l 2 / a s c o r b i c a c i d s o l u t i o n (% c e ll d e n s i t i e s a t a r o u n d 18 0% ) , t h e s am p l e s
c o n t a i n i n g t h e p r e - q u e n c h e d N H 2 C l / a s c o r b i c a c i d s o lu t i o n w e r e f o u n d t o h a v e g r o w t h i n h ib i t i v e
e f f e c t s o n t h e c e l l s d u e t o t h e p r e s e n c e o f a t o x i c b y - p r o d u c t f r o m t h e q u e n c h i n g r e a c t i o n (% c e l l
d e n s i t i e s a t a r o u n d 60 % ) F o r t h i s r e a s o n , n o n e o f t h e G IA e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d w i t h
w a t e r s t r e a t e d w i t h c h l o r am i n e s . W i t h t h i s n e w f i n d i n g , a p o t e n t i a l i m p a c t o n p a s t t o x i c i t y
s t u d i e s u s i n g c h l o r a m i n e a s a d r i n k in g w a t e r d i s i n f e c t a n t i s t h a t t h e r e s u l t s m a y h a v e f a l s e
p o s it iv e b i a s e s b e c a u s e , i f t h e r e s i d u a l d i s i n f e c t a n t h a d b e e n q u e n c h e d w i t h a s c o r b i c a c i d , t h e n
t h e a s s a y s w e r e a f f e c t e d b y t h e t o x i c b y - p r o d u c t f r o m q u e n c h i n g , n o t f r o m t h e D B F s . B e c a u s e
r e a l d r i n k i n g w a t e r s h a v e a d i s in f e c t a n t r e s i d u a l t o p r e v e n t b a c t e r i a l / p r o t o z o a n r e g r o w t h , t h i s
r e s i d u a l m u s t b e q u e n c h e d s o t h a t i t d o e s n o t r e a c t w i t h o t h e r f a c t o r s i n t h e a s s a y s . T h u s , t o x i c i t y
i n c h l o r a m i n a t e d R O w a t e r c o n c e n t r a t e s d u e t o th e p r e s e n c e o f D B F s a l o n e c a n n o t b e s t u d i e d
u n t i l t h e r e i s a q u e n c h i n g a g e n t t h a t c a n b e u s e d t h a t d o e s n o t p r o d u c e a t o x i c b y
-
p r o d u c t w h e n
r e a c t e d w i t h c h l o r a m in e s
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5 . C o n c l u s i o n s
D i s in f e c t e d d r i n k i n g w a t e r c o n t a i n s a m ix t u r e o f D B F s , w h i c h i n c l u d e T H M 4 , H A A 9 ,
a n d m o r e a g g r e g a t e m e a su r e s s u c h a s T O X , a n d T O C l / T O B r / T O I , w h i c h i n d i c a t e t h e
p r o p o r t i o n s o f a c c o u n t e d - f o r a n d u n a c c o u n t e d - f o r o r g a n i c h a l o g e n s i n t h e w a t e r . T h e l a t t e r c a n
b e u s e f u l i n d i c a t o r s o f r e l a t i v e t o x i c i t y o f w a t e r , w h i c h t o g e t h e r w i t h b i o a s s a y s s u c h a s t h e G I A
d i s c u s s e d i n t h i s r e p o r t c a n p r o v i d e v a l u a b l e in f o r m a t i o n o n h o w t o c h a r a c t e r i z e D B F m i x t u r e s
a n d e v a lu a t e t h e i r i n h e r e n t t o x i c i t i e s T h e d a t a p r e s e n t e d i n t h i s t e c h n i c a l r e p o r t i n d i c a t e t h a t
m e a s u r i n g T O X i n a d d i t i o n t o t h e c o n c e n t r a t i o n s o f o t h e r D B F s i s a n i n t e g r a l c o m p o n e n t t o t h e
e v a lu a t i o n o f t h e o v e r a l l t o x i c it y o f t r e a t e d d r i n k i n g w a t e r s . T h e f i n d i n g s f r o m t h e s e s tu d i e s a r e
s u mm a r i z e d b e l o w .
• I n C C WD w a t e r s t h a t w e r e s p i k e d w it h b r o m i d e , t r e a t e d w i t h o r w i t h o u t U V ir r a d i a n c e
a n d p o s t
- c h l o r a m i n a t e d , T O B r c o n c e n t r a t i o n s r e m a i n e d t h e s a m e r e g a r d l e s s o f U V l am p
t y p e (l o w p r e s s u r e / m e d iu m p r e s s u r e ) . T O B r c o n c e n t r a t i o n s w e r e g r e a t e r t h a n t h a t o f
T O C l e v e n t h o u g h T O X c o n c e n t r a t i o n s w e r e g e n e r a l l y u n c h a n g e d (- 2 00 a s \x g C l / L ) .
T h e p o s t
- c h l o r i n a t e d c o u n t e r p a r t s a l s o h a d T O B r c o n c e n t r a t i o n s g r e a t e r t h a n th a t o f
T O C l
,
w i t h T O X c o n c e n t r a t i o n s r em a i n i n g - 3 0 0 Â g a s C l / L . A l l o f t h e p o s t -
c h l o r a m i n a t e d w a t e r s h a d g r e a t e r p e r c e n t a g e s o f u n k n o w n T O B r t h a n u n k n o w n T O C l .
• I n C C WD w a t e r s t h a t w e r e s p ik e d w i t h b r o m i d e , t r e a t e d w i t h o z o n e , t r e a t e d w i t h o r
w i t h o u t U V i r r a d i a n c e
,
a n d t h e n p o s t - c h l o r i n a t e d o r
- c h l o r a m i n a t e d
,
T O X c o n c e n t r a t i o n s
g e n e r a l l y o c c u r r e d a r o u n d 2 00 - 3 0 0 |x g a s C l/ L , w h i l e T O B r c o n c e n t r a t i o n s w e r e
c o n s i s t e n t ly g r e a t e r t h a n t h o s e o f T O C l . U V i r r a d i a n c e o n p o s t - c h l o r i n a t e d a n d p o s t -
c h l o r a m i n a t e d w a t e r s d i d n o t s i g n i f i c a n t l y l o w e r T O X , T O C l , o r T O B r c o n c e n t r a t i o n s ,
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b u t w a s g e n e r a l l y f o u n d t o e l e v a t e t h o s e c o n c e n t r a t i o n s . I n a l l o f t h e p o s t
- c h l o r a m i n a t e d
w a t e r s
,
t h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O B r w a s g r e a t e r t h a n t h a t o f u n k n o w n T O C l .
• I n C C W D w a t e r s sp i k e d w i t h b r o m i d e , t r e a t e d w i t h o z o n e a n d p e r o x i d e , t r e a t e d w i t h o r
w i t h o u t U V i r r a d i a n c e , a n d t h e n p o s t
- c h l o r i n a t e d o r - c h l o r a m i n a t e d , T O X c o n c e n t r a t i o n s
w e r e b e t w e e n - 2 5 0 a n d - 3 0 0 \i g a s C l / L , w h i l e T O B r c o n c e n t r a t i o n s w e r e c o n s i s t e n t l y
h i g h e r t h a n t h a t o f T O C l W a t e r s t r e a t e d w i t h m e d iu m p r e s s u r e U V l a m p a t 10 0 m J/ c m
^
a n d p o s t
- c h l o r a m i n a t e d h a d g r e a t e r T O B r a n d T O C l c o n c e n t r a t i o n s t h a n t h o s e t h a t w e r e
a ) n o t U V t r e a t e d a n d p o s t - c h l o r am i n a t e d , b ) t r e a t e d w i t h l o w p r e s s u r e U V l a m p a t 4 00
m J / c m ^ a n d p o s t - c h l o r a m i n a t e d , a n d c ) t r e a t e d w i t h m e d iu m p r e s s u r e U V l a m p a t 4 00
m J/ c m ^ a n d p o s t - c h l o r a m i n a t e d F o r a l l o f th e p o s t - c h l o r a m i n a t e d w a t e r s , t h e p e r c e n t a g e
o f u n k n o w n T O B r w a s a l s o h i g h e r t h a n t h a t o f u n k n o w n T O C l
• O z o n a t i o n a n d o z o n e w i t h H 2O 2 (a d v a n c e d o x i d a t i o n p r o c e s s , o r A O P ) t r e a t m e n t s
p r o v i d e f a v o r a b l e c o n d i t i o n s f o r f o r m i n g e l e v a t e d l e v e l s o f b r o m i n e - c o n t a i n i n g T H M s
a n d H A A s
• T h e p e r c e n t a g e o f u n k n o w n T O X i n t h e p o s t - d i s i n f e c t e d p i l o t p la n t w a t e r s w a s f o u n d t o
f a l l b e t w e e n 4 0 % a n d 80 %
,
w h i c h i s i n a c c o r d w i t h p r e v i o u s s t u d i e s .
• I t i s k n o w n t h a t b r o m i n e - c o n t a in i n g D B F s a r e m o r e g e n o - a n d c y t o t o x i c t h a n t h e i r
c h l o r i n e - c o n t a i n i n g c o u n t e r p a r t s . T h e C CWD t r e a t e d w a t e r s w i t h a h i g h p r o p o r t i o n o f
u n k n o w n b r o m i n e - c o n t a i n i n g D B F s w o u l d b e o f p o t e n t i a l h u m a n h e a l t h c o n c e r n . T h i s
s u g g e s t s t h a t U V , o z o n e , a n d A O F t r e a t m e n t o f b r o m i de - c o n t a i n i n g w a t e r s m a y n o t b e
t h e o p t i m u m c o m b i n a t i o n o f p r o c e s s e s p r i o r t o c h l o r i n a t i o n o r c h l o r a m i n a t i o n o f s u c h
w a t e r s .
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• R O - c o n c e n t r a t e d w a t e r s w e r e e v a lu a t e d i n t w o m o d e s : 1) t h e y w e r e s p i k e d w i t h b r o m i d e
o r i o d i d e a n d t h e n t r e a t e d w i t h c h l o r i n e a n d 2 ) a p r e - f o r m e d b r o m i d e / i o d i d e w i t h C I 2
s o lu t i o n w a s a d d e d t o t h e R O w a t e r . I n b o t h c a s e s
,
t h e t r e a t e d w a t e r s c o n t a i n e d i n d i v i d u a l
H A A 9 s p e c i e s a t c o n c e n t r a t i o n s i n t h e r a n g e 10
' ^ M - 10
" ^ M C o n c e n t r a t i o n s o f B r A A
w e r e i n t h e 3 x 1 0
" ^ M - 5 x 1 0
" ' M (< 4 \i g / L - 7 2 pi g f L ) r a n g e , w h i c h i s n o t h i g h e n o u g h t o
g e n e r a t e a c o n fi r m e d r e s p o n s e i n t h e G I A t o x i c i t y m e a s u r e m e n t . A 1 0
" ^ M c o n c e n t r a t i o n
w o u l d h a v e b e e n m o r e e f f e c t i v e . N e v e r t h e l e s s , t h e r e i s e v i d e n c e o f c y t o t o x i c i t y i n t h e s e
w a t e r s c o m p a r e d t o t h o s e w h e r e n o b r o m i d e o r i o d i d e w a s a d d e d
• T o e f f e c t i v e l y d e t e r m i n e t h e t o x i c i ty o f D B P m i x t u r e s i n r e a l w a t e r s u s in g t h e G I A , th e
T O C c o n c e n t r a t i o n o f t h e w a t e r s h o u l d b e 10 t o 1 00 t im e s g r e a t e r t h a n t h e T O C (65 m g
C / L ) o f t h e R O c o n c e n t r a t e d w a t e r th a t w a s u s e d i n t h i s s t u d y i n o r d e r t o o b s e r v e a
c o n f i r m e d t o x i c i t y r e s p o n s e t o D B F s g e n e r a t e d u n d e r d i s i n f e c t i o n o f t h i s w a t e r .
• T h e r e s i d u a l d i s in f e c t a n t in c h l o r i n a t e d w a t e r s a m p l e s m u s t b e q u e n c h e d w i t h a s c o r b i c
a c i d p r i o r t o t h e i r u s e i n t h e G I A . F a i lu r e t o d o s o c a n c a u s e f a l s e p o s i t iv e r e s p o n s e s in
t h e t o x i c i t y a s s a y
• C h l o r a m i n a t e d w a t e r s a m p l e s q u e n c h e d w i t h a s c o r b i c a c i d c a n n o t b e u s e d i n t h e G I A
D o i n g s o c r e a t e s t o x i c b y - p r o d u c t s t h a t c a u s e f a l s e p o s i t i v e r e sp o n s e s i n t h e a s s a y . N o
o t h e r q u e n c h i n g a g e n t h a s y e t b e e n i d e n t i f i e d t h a t d o e s n o t c h a n g e t h e s p e c i a t i o n a n d
q u a n t i t i e s o f D B F s p r e s e n t w h i l e n o t a f f e c t in g t h e G IA c e l l s .
• T h e c o m b i n a t i o n o f B r A A a n d l A A i n t h e s a m e m a t r i x c r e a t e s a s y n e r g i s t i c e x p o su r e
e f f e c t in t h e G I A c o m p a r e d t o t h e e f f e c t s o f th e i n d i v i d u a l sp e c i e s
T h e s e fi n d i n g s i n d i c a t e t h a t i n o r d e r t o g a i n a b e t t e r u n d e r s t a n d i n g a b o u t c h a r a c t e r i z i n g
D B F m i x t u r e s a n d e v a l u a t i n g t h e i r t o x i c i t y i n r e a l d r i n k i n g w a t e r s , i t i s e s s e n t i a l t o c o m b in e
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c h em i c a l a n d s e n s i t i v e t o x i c o l o g i c a l a n a l y t i c a l m e t h o d s .
6 . R e c o m m e n d a t i o n s f o r F u t u r e W o r k
T h e m e t h o d s a n d r e s u l t s f r o m t h i s p r e l i m i n a r y s t u d y c a n b e t a k e n f u r th e r f o r f u t u r e w o r k
w i t h D B F m i x t u r e s i n t r e a t e d d r i n k i n g w a t e r s . T h e f o l l o w i n g s u g g e s t i o n s s h o u l d b e c o n s i d e r e d .
• T h e R O c o n c e n t r a t e d w a t e r s s h o u l d p o s s e s s a T O C c o n c e n t r a t i o n 1 0 t o 10 0 t i m e s g r e a t e r
t h a n 6 5 m g C /L i n o r d e r t o o b t a in I C 50 v a l u e s u s i n g t h e G I A
• S im u l t a n e o u s ly a n a l y z e t h e s am e d i s i n f e c t e d w a t e r c o n c e n t r a t e s f o r T H M 4 , H A A 9 ,
h a l o g e n a t e d v o l a t i l e s , T O X , a n d T O C l / T O B r w h e n u s i n g t h e G IA . T h i s w o u l d a l l o w f o r a
b e t t e r u n d e r s t a n d i n g o f h o w T O X c a n b e u s e d a s a s u r r o g a t e i n d i c a t o r f o r t o x i c i t y .
A d d i t i o n a l ly , o n e c o u l d c o m p a r e t h e u n k n o w n T O B r f r a c t i o n o f o n e s a m p l e t o t h e s a m p l e
'
s
t o x i c it y f r o m t h e G IA t o s e e w h e t h e r o r n o t t h e u n k n o w n T O B r c o r r e l a t e s m o r e c l o s e ly t o
t o x i c it y t h a n T O X .
• M o r e a c c u r a t e d o s e - r e s p o n s e c u r v e s s h o u l d b e d e t e r m i n e d , b y e x p a n d i n g d i l u t i o n s o f t h e
s a m p l e a t c o n c e n t r a t i o n s c l o s e r t o ( a b o v e a n d b e l o w ) t h e p r o j e c t e d m i d p o i n t v a lu e o n t h e
c u r v e f o r t h a t s a m p l e .
• E v a lu a t e a n a p p r o a c h f o r r e m o v i n g t h e d i s i n f e c t a n t r e s i d u a l f r o m c h l o r am i n a t e d w a t e r s
w i t h o u t c r e a t i n g t o x i c b y - p r o d u c t s , t o e n a b l e t h e g r o w t h i n h i b i t i v e e f f e c t s o f c h l o r am i n a t e d
w a t e r s t o b e c o m p a r e d t o t h o s e o f t h e i r c h l o r i n a t e d c o u n t e r p a r t s .
• A p r e d i c t i o n o f t h e d o s e - r e s p o n s e c u r v e s c o n c e n t r a t i o n s f o r m i x t u r e s o f D B F s u s i n g
c o m p u t e r a l g o r i t h i m s w o u l d a s s i s t i n t h e p r o c e s s o f e v a lu a t i n g d r i n k i n g w a t e r t o x i c i t y .
T h o u g h t h e t o x i c i t y o f m i x t u r e s o f D B F s a r e d i f fi c u l t t o e v a lu a t e e x p e r i m e n t a l ly , i t i s
m i x t u r e s t h a t a r e p r e s e n t in di s i n f e c t e d dr i n k i n g w a t e r s . W h i l e p r e v i o u s s t u d i e s e v a l u a t i n g t h e
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t o x i c i t y o f i n d i v i d u a l d r i n k i n g w a t e r D B F s w e r e h e l p f i i l , t h e y d o n o t n e c e s s a r i l y p r o v i d e a c c u r a t e
h e a lt h / e x p o s u r e e n d p o i n t s f o r d r i n k i n g w a t e r s T h i s r e s e a r c h p r o v i d e s s o m e a p p r o a c h e s t o f u t u r e
r i s k a s s e s s m e n t u s i n g a c o m b i n a t i o n o f c h e m i c a l a n d b i o l o g i c a l a s s a y s t h a t c a n b e u s e d i n r e a l
d r i n k i n g w a t e r s T h e f o c u s o f s t u d y in g h e a lt h / e x p o s u r e e n d p o i n t s s h o u l d i n s t e a d b e o n D B F
m i x t u r e s b e c a u s e i t i s a m i x t u r e o f D B F s in t a p w a t e r t o w h i c h c o n s u m e r s a r e e x p o s e d o n a d a i ly
b a s i s .
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7 . W o r k s C i t e d
A b d e l - W a h a b
,
M . H (2 0 0 3 ) . T e s t i c u l a r t o x i c i t y o f d i b r o m o a c e t o n it r i l e a n d p o s s i b l e p r o t e c t i o n b y
t e r t i a r y b u t y l h y d r o q u i n o n e . P h a r m a c o l o g i c a l R e s e a r c h , A l , 5 0 9 - 5 1 5
A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n (A WWA ) . (2 0 06 ) . W a t e r C h l o r i n a t i o n / C h l o r a m i n a t io n :
P r a c t i c e s a n d P r i n c ip l e s . 2
°
e d . D e n v e r
,
C O A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n .
B e t a n c o u r t , W . Q a n d R o s e , J . B (2 0 04 ) . D r i n k i n g w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s f o r r e m o v a l o f
C r yp t o s p o r i d i u m a n d G i a r d i a . V e t e r in a r y P a r a s i t o l o g y , 12 6 , 2 1 9 - 2 3 4




K a n z , M F , C a m p b e l l , G A , 8 c A n s a r i , G A S ( 199 1) N i n e t y d a y t o x i c i t y s t u d y o f
c h l o r o a c e t i c a c i d s i n r a t s . F u n d a m e n t a l a n d A p p l i e d T o x i c o l o g y , 17 , 2 4 0
- 2 5 3
B i c h s e l , Y . & v o n G u n t e n , U . ( 19 99 ) . O x i d a t i o n o f i o d i d e a n d h y p o i o d o u s a c i d i n t h e
d i s i n f e c t i o n o f n a t u r a l w a t e r s . E n v ir o n m e n t a l S c i e n c e & T e c hn o l o g y , 3 3 , 4 0 4 0 - 4 0 4 5
B i e l m e i e r
,
S . R . , B e s t , D . S . , G u i d i c i , D L , & N a r o t s k y , M . G . (2 00 1) . P r e g n a n c y l o s s i n t h e r a t
c a u s e d b y b r o m o d i c h l o r o m e t h a n e . T o x i c o l o g i a l S c i e n c e s , 5 9 , 3 0 9
- 3 15 .
B o l t o n , J . R . & L in d e n , K . G . ( 2 0 0 3 ) S t a n d a r d iz a t i o n o f m e t h o d s f o r f lu e n c e (U V d o s e )
d e t e r m i n a t i o n i n b e n c h - s c a l e U V e x p e r i m e n t s . J o u r n a l o f E n v i r o n m e n t a l E n g i n e e r i n g , 1 2 9 (3 ) ,
2 0 9 - 2 1 5 .
B o o r m a n
,
G A . , D e l l a r c o , V . , D u n n i c k , J . K . , C h a p i n , R E , H u n t e r , S . , H a u c hm a n , F , G a r d n e r ,
H , C o x , M . , & S i l l s , R . C (19 9 9 ) D r i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t s : R e v i e w a n d a pp r o a c h
t o t o x i c it y v a l u a t i o n . E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s , 1 0 7 (1 ) , 2 0 7 - 2 1 7 .
B u l l
,
R J . & K o p f l e r , F C . ( 1 99 1 ) . H e a l t h Eff e c t s o f D is i n f e c t a n ts a n d D i s i nf e c t a n t B y - P r o d u c ts .
D e n v e r , C O A WWA R e s e a r c h F o u n d a t i o n .
C a n t o r , K . F . , L y n c h , C F , H i l d e s h e i m , M E . , D o s e m e c i , M , L u b in , J . , A la v a n j a , M . , & C r a u n , G
(19 98 ) . D r i n k i n g w a t e r s o u r c e a n d c h l o r i n a t i o n b y p r o d u c t s : L R i s k o f b l a d d e r c a n c e r
E p i d em i o l o g y , 9 ( 1) , 2 1 - 2 8
C h o i , J . H , & V a l e n t i n e , R . L (2 0 0 3 ) N - n i t r o s o d i m e t h y l am in e f o r m a t i o n b y f r e e - c h l o r i n e -
e n h a n c e d n i t r o s a t i o n o f d i m e t h y l a m i n e E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e & T e c h n o l o g y , 3 7 , 4 8 7 1 - 4 8 76
C h u , L , S e c o u r s , V . , & M a r i n o , L ( 1 9 80 ) . T h e a c u t e t o x i c i t y o f f o u r t r i h a l o m e t h a n e s i n m a l e a n d
f e m a l e r a t s T o x ic o l o g y a n d A p p l i e d P h a r m a c o l o g y , 5 2 , 3 5 1 - 3 5 3 .




P e g r a m , R . , S c h e n c k , K . M . , S i m m o n s , J E , a n d W a r r e n , S . H . ( 2 00 8 ) I n t e g r a t e d
d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t s m i x t u r e s r e s e a r c h : S a lm o n e l l a m u t a g e n i c i t y o f w a t e r c o n c e n t r a t e s
d i s i n f e c t e d b y c h l o r i n a t i o n a n d o z o n a t i o n / p o s t c h l o r i n a t i o n . J o u r n a l of T o x i c o l o g y a n d
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h , P a r t A , 7 1 ( 17 ) , 1 1 8 7 - 1 1 94
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M , & B e r g e r , P . S ( 1 99 9 ) H e a lt h a n d a e s t h e t i c a s p e c t s o f w a t e r q u a l i t y I n R
D . L e t t e n n a n (E d . ) , Wa t e r Qu a l i ty & T r e a t m e n t (p p , 2 . 1 - 2 8 6 ) . N e w Y o r k , N Y : M c G r a w - H i l l ,
I n c








B r u n b o r g , G , G a i v a o , I , G i o v a n n e l l i , L , K r u s z e w s k i , M . , Sm i t h ,
C C , a n d S t e t i n a , R . (2 0 0 8 ) T h e c o m e t a s s a y : T o p i c a l i s s u e s . Mu t a g e n e s i s , 2 3 (3 ) , 14 3 - 1 5 1 .
C r o s b y , L . M . , S i mm o n s , J E . , W a r d , W O , M o o r e , T M . , M o r g a n , K T , a n d D e A n g e l o , A B
(2 0 0 8 ) . I n t e g r a t e d d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t s m i x t u r e s r e s e a r c h : g e n e e x p r e s s i o n a lt e r a t i o n s i n
p r i m a r y r a t h e p a t o c y t e c u l t u r e s e x p o s e d t o D B P m i x t u r e s f o r m e d b y c h l o r i n a t i o n a n d
o z o n n t i o n Jp o s t c h i o r m a t i o n . J o u r n a l o f T o x ic o l o g y a n d E n v i r o n m e n t a l H e a l t h , P a r t A , 7 1 ( 17 ) ,
1 19 5 - 1 2 15 .




D e A n g e l o , A . B . , S t o b e r , J . A . , O l s o n , G . R , & P a g e , N . P . ( 1 992 )
H e p a t o c a r c i n o g e n i c i t y o f c h l o r a l h y d r a t e , 2
- c h l o r o a c e t a l d e h y d e , a n d d i c h l o r o a c e t i c a c i d i n t h e
m a l e B 6 C 3 F i m o u s e F u n d a m e n t a l a n d A pp l ie d To x i c o l o g y , 1 9 , 1 5 9 - 1 6 8
D e A n g e l o , A . B , G e o r g e , M . H , & H o u s e , D E . ( 1 9 9 9 ) . H e p a t o c a r c i n o g e n i c i t y i n t h e m a l e
B 6C 3F i m o u s e f o l l o w i n g a l i f e t i m e e x p o s u r e t o d i c h l o r o a c e t i c a c i d i n t h e d r i n k i n g w a t e r : D o s e -
r e s p o n s e d e t e r m in a t i o n a n d m o d e s o f a c t i o n J o u r n a l o f T o x i c o l o g y a n d E n v i r o n m e n t a l H e a l t h ,
P a r M
,
58 , 4 8 5 - 5 0 7 .




A b u - S h a k r a
,
A . , F e l t o n , C . F . , P a t t e r s o n , K . S . , a n d S h e lt o n , M . L . ( 19 95 ) .
M u t a t i o n s p e c t r a i n S a l m o n e l l a o f c h l o r i n a t e d , c h l o r a m i n a t e d , o r o z o n a t e d d r i n k i n g w a t e r
e x t r a c t s : c o m p a r i s o n t o M X . E n v ir o n m e n t a l a n d M o l e c u l a r Mu t a g e n e s i s , 2 6 , 2 7 0 - 2 8 5 .
D u n n i c k , J K . & M e l n i c k , R . L . ( 1 9 93 ) . A s s e s s m e n t o f t h e c a r c i n o g e n i c p o t e n t i a l o f c h l o r i n a t e d
w a t e r : E x p e r i m e n t a l s t u d i e s o f c h lo r i n e , c h l o r am in e , a n d t r i h a l o m e t h a n e s . J o u r n a l o f t h e
N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e , 8 5 ( 10 ) , 8 17 - 8 2 2
E dw a r d s
,
M & D u d i , A (2 00 4 ) R o l e o f c h l o r i n e a n d c h l o r a m i n e in c o r r o s i o n o f le a d - b e a r i n g
p l u m b i n g m a t e r i a l s J o u r n a l o f A m e r i c a n W a te r Wo r k s A s s o c i a t i o n , 9 6 (10 ) , 6 9 - 8 1 .
F e d e r a l R e g is t e r ( 1 9 7 6 ) . O r g a n i c c h e m i c a l c o n t a m i n a n t s ; C o n t r o l o p t i o n s i n d r i n k i n g w a t e r .
F e d e r a l R e g is t e r , 4 1 ( 136 ) , 2 8 9 9 1 - 2 8 9 9 8
G e l d r e i c h
,
E . E . & L e C h e v a l l i e r
,
M . ( 1 99 9 ) . M i c r o b i o l o g i c a l q u a l i t y c o n t r o l in d i s t r ib u t i o n
s y s t e m s I n R D . L e t t e r m a n (E d . ) , W a t e r Qu a l i ty & T r e a t m e n t (p p 18 . 1 - 1 8 4 9 ) N e w Y o r k , N Y :
M c G r a w - H i l l
,
I n c .
G e t e r
,
D . R .
,
G e o r g e , M . H . , M o o r e , T . M . , K i l b u m , S R . , H u g g in s - C l a r k , G , & D e A n g e l o , A B
(2 0 04 ) . T h e e f f e c t s o f a h i g h a n i m a l f a t d i e t o n t h e in d u c t i o n o f a b e r r a n t c r y p t f o c i i n t h e c o l o n s
o f m a l e F 34 4 /N r a t s e x p o s e d t o t r i h a l o m e t h a n e s i n t h e d r i n k i n g w a t e r T o x i c o l o g y L e t t e r s , 14 7 ,
2 4 5 - 2 5 2
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G i l l e r
,
S . , L e C u r i e u x , F . , E r b , F . , & M a r z i n , D (19 97 ) . C o m p a r a t i v e g e n o t o x i c it y o f
h a l o g e n a t e d a c e t i c a c i d s f o u n d i n d r i n k i n g w a t e r Mu t a g e n e s is , 1 2 (5 ) , 3 2 1 - 3 2 8 .
H a a s
,
C .N ( 199 9 ) D i s i n f e c t i o n I n R D . L e t t e r m a n (E d ) , Wa t e r Q u a l i ty & T r e a t m e n t (p p 14 1 -
1 4 . 6 0 ) . N e w Y o r k , N Y : M c G r a w - H i l l , I n c .
H e c k
,
P E . , M a s s e y , I J . , a n d A i t k e n , M D (19 92 ) . T o x i c i t y o f r e a c t i o n p r o d u c t s f r o m e n z y m a t i c
o x i d a t i o n o f p h e n o l i c p o l lu t a n t s . Wa t e r S c i e n c e a n d Te c h n o l o g y , 2 6 (9 - 1 1) , 2 3 6 9 - 2 3 7 1.
H u a , G H , R e c k h o w , D . A . , & K i m , J . S . (2 0 0 6 ) . E f f e c t o f b r o m i d e a n d i o d i d e i o n s o n t h e
f o r m a t i o n a n d s p e c i a t i o n o n d i s i n f e c t a n t b y p r o d u c t s d u r in g c h l o r i n a t i o n . E n v ir o n m e n t a l S c i e n c e
& Te c h n o l o g y , 4 0 (9 ), 3 0 50 - 3 0 5 6 .
H u a
,
G H . & R e c k h o w
,
D . A . (2 0 0 7 ) . C o m p a r i s o n o f d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t f o r m a t i o n f r o m
c h l o r i n e a n d a l t e r n a t i v e d i s i n f e c t a n t s . Wa t e r R e s e a r c h , 4 1, 1 6 6 7 - 1 6 7 8 .
K r a s n e r
,
S W ( 199 9 ) C h e m i s t r y o f d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t f o r m a t i o n . I n P C S i n g e r (E d . ) ,
F o r m a t i o n a n d C o n tr o l o f D is i n f e c t i o n B y - p r o d u c ts in D r i n k i n g W a te r ( p p 27 - 5 2 ) D e n v e r , C O :
A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t io n .
K r a sn e r , S . W . , W e i n b e r g , H S . , R i c h a r d s o n , S . D , P a s t o r , S . J . , C h i n n , R . , S c l i m e n t i , M . J ,
O n s t a d
,
G . D .
,
a n d T h u r s t o n , J r . , A . D . (2 00 6 ) . O c c u r r e n c e o f a n e w g e n e r a t i o n o f d i s i n f e c t i o n
b y p r o d u c t s . E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e & T e c h n o l o g y . 4 0 (2 3 ) , 7 1 7 5 - 7 1 85








R o s s
,
M . K .
,
H a n l e y , N . M . , D a i l e y , L . , D e v l i n , R . B . , V a s q u e z , M . ,
P e g r a m , R . A . , & D e M a r i n i , D . M (2 0 03 ) . I n d u c t i o n o f D N A s t r a n d b r e a k s b y t r i h a l o m e t h a n e s i n
p r i m a r y h u m a n l u n g e p i t h e l i a l c e l l s Mu t a t i o n R e s e a r c h , 5 3 8 , 4 1 - 5 0
L i l ly , P . D . , R o s s , T . M . , & P e g r a m , R A ( 199 7 ) T r i h a l o m e t h a n e c o m p a r a t i v e t o x i c i t y : A c u t e
r e n a l a n d h e p a t i c t o x i c i t y o f c h l o r o f o r m a n d b r o m o d i c h l o r o m e t h a n e f o l l o w i n g a q u e o u s g a v a g e .
F u n d a m e n ta l a n d A p p l i e d To x i c o l o g y , 4 0 , 10 1
- 1 10 .
L in d e n , K . G . & D a r b y , J . L ( 1 99 7 ) . E st i m a t i n g t h e e f f e c t i v e g e r m i c i d a l d o s e f r o m m e d iu m
p r e s s u r e U V l a m p s J o u r n a l of E n v ir o n m e n t a l E n g i n e e r i n g , 12 3 ( 11 ) , 1 1 4 2 - 1 14 9
L i p p o n e n , M . T . T , S u u t a r i , M H , & M a r t i k a i n e n , P J (2 0 02 ) O c c u r r e n c e o f n it r i f y i n g b a c t e r i a
a n d n i t r i f i c a t i o n i n F i n n i s h d r i n k i n g w a t e r d i s t r i b u t i o n s y st e m s Wa t e r R e s e a r c h , 3 6 , 4 3 19 - 4 3 2 9
L i u , W . , A n d r e w s , S . A . , B o l t o n , J . R . , L i n d e n , K . G . , S h a r p l e s s , C , & S t e f a n , M . (2 0 02 )
C o m p a r i s o n o f d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t (D B P ) f o r m a t i o n fi - o m d i f f e r e n t U V t e c h n o l o g i e s a t b e n c h
s c a l e Wa t e r S c ie n c e Te c h n o l o g y : Wa t e r S u p p ly , 2 (5 - 6 ) , 5 1 5 - 5 2 1 .
L o g s d o n , G . , H e s s , A . , & H o r s l e y , M . ( 19 9 9 ) . G u i d e t o s e l e c t i o n o f w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s I n
R D L e t e r m a n (E d ) , W a t e r Qu a l i ty & T r e a t m e n t (p p . 3 1 - 3 . 2 6 ) . N e w Y o r k , N Y : M c G r a w - H i l l ,
I n c
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L u b e n , T . J . , O l s h a n , A . F . , H e r r i n g , A . H , Je f f a y , S . , S t r a d e r , L . , B u u s , R . M , C h a n , R L , S a v i t z ,
D . A . , S i n g e r , P . C , W e i n b e r g , H . S . , & P e r r e a u lt , S D . (2 00 7 ) T h e h e a l t h y m e n st u d y : A n
e v a l u a t i o n o f e x p o s u r e t o d i s i n f e c t i o n b y
- p r o d u c t s i n t a p w a t e r a n d s p e r m q u a l i t y . E n v i r o n m e n t a l
H e a l t h P e r sp e c t i v e s , 1 1 5 (8 ) , 1 16 9 - 1 1 7 6 .
M a c k
,
J & B o l t o n
,
J R ( 199 9 ) P h o t o c h e m i s t r y o f n i t r i t e a n d n i t r a t e i n a q u e o u s s o l u t i o n : A
r e v i e w . J o u r n a l of P h o t o c h e m i s tr y a n d P h o t o b i o l o g y A : C h e m is t r y . 12 8 , 1- 1 3 .
M a l l e y , J r . , J . P . S h a w , J . P . , & R o pp , J D ( 19 9 5 ) . E v a l u a t i o n o f B y - p r o d u c t s P r o d u c e d by
T r e a t m e n t of G r o u n d w a t e r s w i t h U l t r a v i o l e t I r r a d i a t i o n D e n v e r , C O : A m e r i c a n W a t e r W o r k s
A s s o c i a t i o n a n d A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n R e s e a r c h F o u n d a t i o n .
M a l l e y , J r . , J . P . ( 1 99 9 ) C o n t r o l o f d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t f o r m a t i o n u s i n g o z o n e . In P C
S i n g e r (E d ) , F o r m a t i o n a n d C o n t r o l o f D i s i n f e c t i o n B y - p r o d u c t s i n D r i n k i n g Wa t e r (p p . 2 2 3 -
2 3 5 ) . D e n v e r , C O : A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n
M e i e r , J . R . , K n o h l , R . B . , C o l e m a n , W . E , R i n g h a n d , H P , M u n c h , J W . , K a y l o r , W . H ,
S t r e i c h e r , R . P , & K o p fl e r , F . C . ( 1 98 7 ) . S t u d i e s o n t h e p o t e n t b a c t e r i a l m u t a g e n , 3 - c h l o r o - 4 -
(d i c h l o r o m e t h y l ) - 5 - h y d r o x y - 2 (5 / / )- f i i r a n o n e : A q u e o u s s t a b i l i t y , X A D r e c o v e r y a n d a n a l y t i c a l
d e t e r m in a t i o n i n d r i n k i n g w a t e r a n d in c h l o r i n a t e d h u m i c a c i d s o l u t i o n s . M u t a t i o n R e s e a r c h ,
1 8 9
,
3 6 3 - 3 7 3 .
M e l n i c k , R . L . , N y s k a , A , F o s t e r , P M . , R o y c r o ft , J H . , & K i s s l i n g , G E . (2 00 6 ) T o x i c i t y a n d
c a r c i n o g e n i c i t y o f t h e w a t e r d i s i n f e c t i o n b y p r o du c t , d i b r o m o a c e t i c a c i d , i n r a t s a n d m i c e
T o x i c o l o g y , 2 3 0 , 12 6 - 13 6 .








& D o r e
,
M . ( 1 9 8 5 ) . C h l o r o p i c r i n f o r m a t i o n d u r in g o x i d a t i v e t r e a t m e n t s
i n t h e p r e p a r a t i o n o f d r in k i n g w a t e r . T h e S c i e n c e o f t h e T o t a l E n v i r o n m e n t , 4 7 , 2 2 3 - 2 2 8 .




S p e t h , T . F . , R i c h a r d s o n , S . D . , K r a s n e r , S . W . , W e i n b e r g , H . S , a n d S i m m o n s , J . E .
(2 0 0 8 ) I n t e g r a t e d d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t s m i x t u r e s r e s e a r c h : D i s i n f e c t i o n o f d r i n k i n g w a t e r s b y
c h l o r i n a t i o n a n d o z o n a t i o n / p o s t c h l o r i n a t i o n t r e a t m e n t s c e n a r i o s . J o u r n a l o f T o x i c o l o g y a n d
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h
,
P a r t A , 7 1 ( 17 ) , 1 1 3 3 - 1 1 4 8 .
M o p p e r , K . & Z h o u , X . ( 1 9 90 ) . H y d r o x y l r a d i c a l p h o t o p r o d u c t i o n i n t h e s e a a n d i t s p o t e n t i a l
i m p a c t o n m a r i n e p r o c e s s e s . S c i e n c e , 2 5 0 (4 9 8 1) , 6 6 1 - 6 6 4 .
M o r t e lm a n s , K . & Z e i g e r , E . (2 00 0 ) . T h e A m e s S a l m o n e l l a l v a i c x o s o v ix e m u t a g e n i c i t y a s s a y .
Mu t a t i o n R e s e a r c h , 4 5 5 , 2 9 - 6 0 .
M u l l e r - P i l l e t , V . , J o y e u x , M , A m b r o i s e , D . , & H a r t e m a n n , P . (2 00 0 ) G e n o t o x i c a c t i v i t y o f fi v e
h a l o a c e t o n i t r i le s : C o m p a r a t i v e i n v e s t i g a t i o n s i n t h e s i n g l e c e l l g e l e l e c t r o p h o r e s i s ( c o m e t ) a s s a y
a n d t h e A m e s - f l u c t u a t i o n t e s t . E n v i r o n m e n t a l a n d Mo l e c u l a r M u t a g e n e s i s , 3 6 , 5 2 - 5 8 .
1 4 5
N a r o t s k y , M G , B e s t , D S , R o g e r s , E H . , M a c D o n a l d , A . , S e y , Y . M , a n d S i m m o n s , J . E
(2 0 08 ) I n t e g r a t e d d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t s m i x t u r e s r e s e a r c h : A s s e s s m e n t o f d e v e l o pm e n t a l
t o x i c i t y i n Sp r a g u e
- D aw l e y r a t s e x p o s e d t o c o n c e n t r a t e s o f w a t e r d i s i n f e c t e d b y c h l o r i n a t i o n a n d
o z o n a t io n / p o s t c h l o r i n a t i o n J o u r n a l o f T o x ic o l o g y a n d E n v ir o n m e n t a l H e a l t h , P a r t A , 7 1 ( 17 ) ,
1 2 16 - 12 2 1 .








& O h a n i a n , E . V . ( 1 9 90 ) H e a lt h e f f e c t s o f d i s i n f e c t a n t s a n d d i s i n f e c t i o n
b y
-
p r o d u c t s : A r e g u l a t o r y p e r s p e c t iv e . I n R L . Jo l l e y e t a l (E d s ) Wa t e r C h l o r i n a t i o n :
C h e m is t r y , E n v i r o n m e n ta l I m p a c t a n d H e a l t h Ef e c t s (p p . 7 5 - 8 6 ) C h e l s e a , M I : L e w i s
P u b l i s h e r s , I n c
P a t o c z k a
,
J . & P u U i a m
,
G . W (19 90 ) . B i o d e g r a d a t i o n a n d s e c o n d a r y e f f lu e n t t o x i c it y o f
e t h o x y l a t e d s u r f a c t a n t s . Wa t e r R e s e a r c h , 2 4 , 9 6 5 - 9 7 2 .
P e g r am , R . A , A n d e r s e n , M E . , W a r r e n , S . H . , R o s s , T . M . , & C l a x t o n , L D . ( 1 9 9 7 ) . G l u t a t h i o n S -
t r a n s f e r a s e - m e d i a t e d m u t a g e n i c i t y o f t r i h a l o m e t h a n e s i n S a l m o n e l l a ty p h i m u r i u m : C o n t r a s t i n g
r e s u l t s w i t h b r o m o d i c h l o r o m e t h a n e a n d c h l o r o f o r m T o x i c o l o g y a n d A p p l i e d P h a r m a c o lo g y ,
1 4 4
,
18 3 - 1 8 8 .
P l e w a
,
M . J .
,
K a r g a l i o g l u , Y , V a n k e r k , D , M i n e a r , R A , a n d W a g n e r , E . D . ( 2 0 0 2 ) M a m m a l i a n
c e l l c y t o t o x i c i t y a n d g e n o t o x i c i t y a n a l y s i s o f d r i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t i o n b y
- p r o d u c t s .
E n v ir o n m e n t a l a n d M o l e c u l a r Mu t a g e n e s is , 4 0 , 1 3 4 - 14 2 .
P l e w a , M . J , W a g n e r , E . D , R i c h a r d s o n , S . D , T h u r s t o n , Jr . , A D , W o o , Y T , & M c K a g u e , A B
(2 004 a ) . C h em i c a l a n d b i o l o g i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n o f n e w l y d i s c o v e r e d i o d o a c i d d r i n k i n g w a t e r
d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t s . E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e & T e c h n o l o g y , 3 8 ( 18 ) , 4 7 13 - 4 7 22
P l e w a , M J , W a g n e r , E . D . , J a z w i e r s k a , P , R i c h a r d s o n , S . D , C h e n , P . H . , & M c K a g u e , B . A .
(2 00 4b ) . H a l o n i t r o m e t h a n e d r i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t s : C h e m i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n
a n d m a m m a l i a n c e l l c y t o t o x i c i t y a n d g e n o t o x i c i t y (2 00 4 ) E n v i r o n m e n t a l S c i e n c e &
T e c h n o l o g y , 3 8 , 6 2
- 6 8
R e c k h o w , D . A . ( 1 99 9 ) C o n t r o l o f d i s in f e c t i o n b y - p r o d u c t f o r m a t i o n u s in g o z o n e . I n P . C .
S i n g e r (E d ), F o r m a t i o n a n d C o n t r o l o f D is i n f e c t i o n B y - p r o d u c t s i n D r in k i n g W a t e r (p p 179 -
2 0 4 ) D e n v e r , C O : A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n .
R e i f
,
J S . , H a t c h , M C . , B r a c k e n , M , H o l m e s , L . B . , S c h w e t z , B . A . , & S in g e r , P . C . ( 19 96 )
R e p r o d u c t i v e a n d d e v e l o pm e n t a l e f f e c t s o f d i s in f e c t i o n by - p r o d u c t s in d r i n k i n g w a t e r .
E n v i r o n m e n t a l H e a l t h P e r sp e c t i v e s , 1 0 4 ( 10 ) , 1 0 56 - 10 6 1 .
R i c h a r d s o n , S D ( 199 8 ) . D r i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t s . I n R A M e y e r s (E d )
E n c y c l o p e d ia o f E n v i r o n m e n t a l A n a ly s i s a n d R e m e d i a t i o n (p p . 13 9 8 - 1 4 2 1 ) N e w Y o r k , N Y :
J o h n W i l e y & S o n s
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R i c h a r d s o n
,
S . D .
,




W a g n e r , E . D . , S c h o e n y , R . , & D e M a r i n i , D M (2 00 7 )
O c c u r r e n c e
, g e n o t o x i c i ty , a n d c a r c i n o g e n i c i t y o f r e g u l a t e d a n d em e r g i n g d i s i n f e c t i o n b y ¬
p r o d u c t s i n d r i n k in g w a t e r : A r e v i e w a n d r o a dm a p f o r r e s e a r c h M u t a t i o n R e s e a r c h , 6 3 6 , 1 7 8 -
2 4 2 .
R o s e n t h a l
,
N . & B r o w n
,
S (2 0 0 7 ) T h e m o u s e a s c e n d i n g : P e r s p e c t i v e s f o r h u m a n - d i s e a s e
m o d e l s . N a t u r e C e l l B i o l o g y , 9 (9 ) , 9 9 3 - 9 9 9 .
R o o k , J . J . ( 1 9 7 4 ) F o r m a t i o n o f h a l o f o r m s d u r i n g c h l o r i n a t i o n o f n a t u r a l w a t e r s Wa te r
T r e a t m e n t & E x a m i n a t i o n , 2 3 , 2 3 4 - 2 4 3 .
S D WA (19 86 ) . P u b l i c L a w N o 93 - 5 2 3 , 8 8 S t a t 1 6 6 0 ( 19 86 ) .
S D WA . (199 6 ) . P u b l i c L a w N o . 1 0 4 - 1 8 2 , S t a t 1 6 13 ( 19 9 6 ) .
S h a r p l e s s , C M & L i n d e n , K G (2 00 1 ) U V p h o t o l y s i s o f n i t r a t e : E f f e c t s o f n a t u r a l o r g a n i c
m a t t e r a n d d i s s o l v e d i n o r g a n i c c a r b o n , a n d i m p l i c a t i o n s f o r U V w a t e r d i s i n f e c t i o n .
E n v i r o n m e n t a l S c ie n c e & T e c h n o l o g y , 3 5 , 2 9 4 9
- 2 9 55 .
S h u k a i r y , H M . & S u mm e r s , R . S ( 19 96 ) . D B F sp e c i a t i o n a n d k in e t i c s a s a f f e c t e d b y o z o n a t i o n
a n d b i o t r e a t m e n t . I n R . A M i n e a r & G . L . A m y (E d s . ) , D is in f e c t i o n B y - p r o d u c ts i n Wa t e r
T r e a t m e n t (p p . 3 1 1 - 3 3 5 ) N e w Y o r k , N Y : C R C P r e s s , I n c .
S i d d i q u i , M S . , A m y , G L . , & M u r p h y , B D (199 7 ) . O z o n e e n h a n c e d r e m o v a l o f n a t u r a l o r g a n i c
m a t t e r fr o m d r i n k i n g w a t e r s o u r c e s Wa t e r R e s e a r c h , 3 1 ( 12 ) , 3 0 9 8 - 3 1 06 .
S i m m o n s
,
J . E . , R i c h a r d s o n , S D . , T e u s c h l e r , L K . , M i l t n e r , R . J . , Sp e t h , T F . , S c h e n c k , K M . ,
H u n t e r I I I , E S . , a n d R i c e , G . ( 2 00 8 ) R e s e a r c h i s s u e s u n d e r l y i n g t h e f o u r - l a b s t u d y : i n t e g r a t e d
d i s in f e c t i o n b y - p r o d u c t s m i x t u r e s r e s e a r c h J o u r n a l of T o x ic o l o g y a n d E n v ir o n m e n ta l H e a l t h ,
P a r t A
,
7 1 ( 17 ) , 1 1 2 5 - 1 1 32 .
S i n g e r , P . C . & R e c k h o w , D . A . ( 1 9 99 ) C h e m i c a l o x i d a t i o n I n R D L e t t e r m a n (E d ) , Wa t e r









& G e o r g e , E . L . ( 1 9 86 ) . R e p r o d u c t i v e t o x i c o l o g y o f d i s i n f e c t i o n b y ¬
p r o d u c t s . E n v ir o n m e n t a l H e a l t h P e r s p e c t i v e s , 6 9 , 1 7 7 - 1 8 2 .
Sm it h , M . K . , R a n d a l l , J . L . , S t o b e r , J A . , & R e a d , E . J ( 1 9 89 ) D e v e l o p m e n t a l t o x i c i t y o f
d i c h l o r o a c e t o n it r i l e : A b y - p r o d u c t o f d r i n k i n g w a t e r d i s i n f e c t i o n F u n d a m e n ta l a n d A p p l i e d
T o x i c o l o g y , 1 2 , 7 6 5
- 7 2 2
S n o w , J . ( 1 8 5 5 ) . O n t h e Mo d e o f C o m m u n i c a t i o n o f C h o l e r a L o n d o n , E n g l a n d : J o h n C h u r c h i l l ,
N e w B u r l i n g t o n S t r e e t
1 4 7
S t a e h e l ln
, J & H o i g n e , J ( 1 9 85 ) D e c o m p o s i t i o n o f o z o n e i n w a t e r i n t h e p r e s e n c e o f o r g a n i c
s o lu t e s a c t in g a s p r o m o t e r s a n d i n h i b it o r s o f r a d i c a l c h a i n r e a c t i o n s . E n v i r o n m e n t a l Sc i e n c e &
T e c h n o l o g y , 1 9 ( 12 ) , 1 2 06 - 12 13
St e v e n s
,
A . A .
,




S l o c u m
,






S e e g e r , D . R , a n d I r e l a n d , J C ( 19 90 )
B y - p r o d u c t s o f c h l o r i n a t i o n a t t e n o p e r a t i n g u t i l i t i e s . I n R . L Jo Ue y e t a l (E d s ) W a t e r
C h l o r i n a t i o n : C h e m i s t r y , E n v i r o n m e n t a l I mp a c t a n d H e a l t h Ef e c t s (p p 57 9 - 6 0 4 ) . C h e l s e a , M I :
L e w i s P u b l i s h e r s .
Sp e t h , T F . , M i l t n e r , R . J . , R i c h a r d s o n , S . D , a n d S i m m o n s , J . E . (2 0 0 8 ) I n t e g r a t e d d i s in f e c t i o n
b y - p r o d u c t s m i x t u r e s r e s e a r c h : c o n c e n t r a t i o n b y r e v e r s e o s m o s i s m e m b r a n e t e c h n i q u e s o f
d i s i n f e c t i o n by - p r o d u c t s f r o m w a t e r d i s i n f e c t e d b y c h l o r i n a t i o n a n d o z o n a t i o n / p o s t c h l o r in a t i o n
J o u r n a l of T o x ic o l o g y a n d E n v ir o n m e n t a l H e a l t h , P a r t A , 7 1 (17 ) , 1 1 49 - 1 1 64
S y m o n s , J . M . ( 1 9 99 ) . D i s in f e c t i o n b y - p r o d u c t s : a h i s t o r i c a l p e r s p e c t i v e I n P C S i n g e r (E d ) ,
F o r m a t i o n a n d C o n t r o l of D i s i nf e c t io n B y - p r o d u c ts i n D r i n k i n g W a t e r (p p 2 2 3 - 2 3 5 ) D e n v e r ,
C O : A m e r i c a n W a t e r W o r k s A s s o c i a t i o n
T e u s c h l e r
,
L . K , G e n n i n g s , C , S t it e l e r , W M . , H e r t z b e r g , R . C , C o l m a n , J T . , T h i y a g a r a j a h , A . ,
L i p s c o m b , J C , H a r t l e y , W R . , & S i m m o n s , J E . (2 0 00 ) . A m u l t i p l e - p u r p o s e d e s i g n a p p r o a c h t o
t h e e v a l u a t i o n o f r i s k s f r o m m i x t u r e s o f d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t s . D r u g a n d C h e m i c a l
To x i c o l o g y , 2 3 (1 ) , 3 0 7 - 3 2 1 .
U S E PA (19 98 ) . S t a g e 1 D is in f e c t a n t s a n d D i s i nf e c t i o n B y p r o d u c ts R u l e W a s h i n g t o n , D . C
W e b s it e : h t t p :/ /w w w e p a g o v / s a f e w a t e r /m d bp / d bp l . h t m l .
U S E P A (2 00 0 ) Th e H i s t o r y of D r i n k in g W a t e r T r e a tm e n t W a s h in g t o n , D C . W e b s i t e :
h t t p ; / / p e r m a n e n t a c c e s s . g p o . g o v / lp s 2 1800 /w w w . e p a g o v / s a f e w a t e r / c o n s u m e r / h i s t . p d f .
U S . E PA (2 0 0 1 ) . C o n t r o l l i n g D i s i n f e c t i o n B y - p r o d u c ts a n d M i c r o b i a l C o n t a m i n a n t s i n
D r i n k i n g Wa t e r W a s h i n g t o n , D C : U S E PA
U . S . E P A . (2 00 5 ) . S t a g e 2 D i s i nf e c t a n t a n d D is i nf e c t i o n B y p r o d u c ts R u le . W a s h i n g t o n , D C
W eb s it e : h t t p :/ /w w w e p a . g o v / s a f e w a t e r / d i s i n f e c t i o n / s t a g e 2 / r e g s _ f a c t s h e e t h tm l .
U S E PA (2 0 06 a ) U l t r a v i o le t D i s i n f e c t i o n G u i d a n c e M a n u a l f o r t h e F i n a l L o n g T e r m 2
E n h a n c e d S u rf a c e W a t e r T r e a t m e n t R u l e . W a s h i n g t o n , D C : U . S . E P A .
U S E PA (2 00 6b ) N a t i o n a l p r i m a r y d r i n k i n g w a t e r r e g u l a t i o n s : S t a g e 2 d i s i n f e c t a n t a n d
d i s i n f e c t i o n b y p r o d u c t s r u l e . F e d e r a l R e g i s t e r , 7 1 (2 ) , 3 8 7 - 4 9 3 .
U . S E PA
. ( 2 00 9 a ) . N a t i o n a l D r i n k i n g Wa t e r R e g u l a t io n s M C L B o o k l e t M a y 2 00 9 . U . S E PA ,
W a s h i n g t o n , D C W eb s i t e : h t t p :/ /w w w . e p a g o v / s a f e w a t e r / c o n s u m e r / p d i7m c l p d f
U
. S E PA (2 0 09b ) D r i n k in g W a t e r C o n t a m in a n ts U . S . E P A , W a s h i n g t o n , D C . We b s i t e :
h t t p :/ /w w w e p a g o v / s a f e w a t e r / c o n t a m i n a n t s / i n d e x . h t m l
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U . S . N C I . ( 19 7 6 ) . R e p o r t o n t h e c a r c i n o g e n e s i s b i o a s s a y o f c h l o r o f o r m (C A S N o . 6 7 - 6 6 - 3 ) .
B e t h e s d a , M D : N a t i o n a l C a n c e r I n s t i t u t e .
v o n G u n t e n
,
U . (2 0 0 3) . O z o n a t i o n o f d r i n k i n g w a t e r : P a r t 1. O x i d a t i o n k i n e t i c s a n d p r o d u c t
f o r m a t i o n . Wa t e r R e s e a r c h , 3 7 , 14 4 3- 14 6 7 .
W a n g , G . , H s e i h , S . , a n d H o n g , C . (2 0 0 0 ) . D e s t r u c t i o n o f h u m i c a c i d i n w a t e r b y U V l i g h t -
c a t a l y z e d o x i d a t i o n w i t h h y dr o g e n p e r o x i d e . Wa t e r R e s e a r c h , 3 4 ( 15) , 3 8 8 2 - 3 8 8 7 .
W a t e r Qu a l i t y a n d H e a l t h C o u n c i l . (2 0 0 8 ) . A P u b l i c H e a l t h G i a n t S t e p : C h l o r i n a t i o n o f U S
D r i n k i n g Wa t e r . W e b s i t e :
h t t p :/ /w w w . w a t e r a n d h e a l t h . o r g / d r i n k i n g w a t e r / c h l o r i n a t i o n _ h i s t o r y . h t m l .
W e i n b e r g , H . S . & G l a z e , W . H . ( 19 9 6) . A n o v e r v i e w o f o z o n a t i o n d i s i n f e c t i o n b y - p r o d u c t s . I n
R A . M i n e a r & G . L . A m y (E d s . ) , D is i n f e c t i o n B y - p r o d u c t s i n Wa t e r T r e a t m e n t (p p . 1 6 5 - 1 86 ) .
N e w Y o r k
,
N Y : C R C P r e s s
,
I n c .
W i n t e r t o n
,
W . R . ( 19 8 0) . T h e So h o c h o l e r a e p i d e m i c o f 1 8 54 . H i s t o r y of Me d i c i n e , 8 (2 ) , 1 1- 2 0 .
W o j t o w i c z , J . A . ( 19 7 9 ) . C h l o r i n e m o n o x i d e , h y p o c h l o r o u s a c i d , a n d h y p o c h l o r i t e s I n R E . K i r k
e t a l . (E d s . ) , K i r k o t h m e r E n c y c l o p e d i a o f Ch e m i c a l T e c h n o l o g y , v o l 5 , (p p . 5 8 0 - 6 1 1) . N e w Y o r k ,
N Y : W i l e y .
X i e
,
Y . F . (2 0 0 4 ) . D i s i n f e c t i o n B y p r o d u c ts i n D r i n k i n g w a t e r : F o r m a t i o n , A n a ly s is , a n d C o n t r o l .
N e w Y o r k , N Y : L e w i s P u b l i s h e r s .
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S . A p p e n d i x
U n i v e r s i ty o f N o r t h C a r o l i n a
Q u a l i t y a s s u r a n c e m a n u a l s a r e a v a i l a b l e a t U N C , w h i c h i n c l u d e d e t a i l e d in f o r m a t i o n o n m e t h o d s
a n d p r o c e d u r e s , a n d c a n b e fu r n i s h e d u p o n r e q u e s t . A b b r e v i a t e d S O P s f o r t h o s e m e th o d s a l r e a d y i n
p l a c e a r e i n c lu d e d h e r e .
8 . A . T r i h a l o m e t h a n e (T H M ) S t a n d a r d O p e r a t i n g P r o c e d u r e (S O P )
E q u ip m e n t
• C l e a r 4 0- m L
,
c l e a n
, p r e w a s h e d g l a s s s c r e w c a p s a m p l e v i a l s w i t h p o l y t e t r a f l u o r o e t h y l e n e
(P T F E )- l i n e d s i l i c o n e s e p t a . C l e a n v i a l s b y w a s h i n g w i t h A l c o n o x p o w d e r d e t e r g e n t
s o l u t i o n , r i n s i n g w i t h t a p w a t e r , a n d s o a k i n g i n a 10% A C S- g r a d e H N O 3 b a t h o v e r n i g h t .
Th e v i a l s s h o u l d t h e n b e r i n s e d a t l e a s t t h r e e t im e s w it h t a p w a t e r a n d th e n r i n s e d th r e e
t im e s w i t h l a b o r a t o r y gr a d e w a t e r (L GW ) a n d d r i e d i n a 18 0
°
C o v e n f o r a t l e a s t 2 4 h o u r s .
R e p e a t t h e s a m e s t e p s f o r c l e a n i n g th e c a p s a n d s e p t a e x c e p t o v e n t e m p e r a t u r e s h o u l d b e
s e t a t 8 0
°
C .
G a s t i gh t s y r i n g e s : 2 5 \x L , 5 0 ^ L , 10 0 |ii L , 5 0 0 \i L
5 0 - 2 50 |J L D a d e M o d e l J m i c r o p ip e t t e r fi t t e d w it h c l e a n g l a s s c a p i l l a r y t i p s
E i g h t 1 0 0 - m L g l a s s v o l u m e t r i c fl a s k s w i t h g l a s s s t o p p e r s
10 - m L g l a s s b e a k e r
T w o 2 5 m L g l a s s g r a d u a t e d m e a s u r i n g c y l i n d e r s .
1 - L a m b e r b o t t l e m o u n t e d w i t h 10 - m L p u m p p ip e t t i n g d i s p e n s e r c o n t a i n i n g P F T E t r a n s f e r
l i n e
5 - m L a m b e r g l a s s s t o r a g e v i a l s w i t h c r e w c a p s a n d P F T E - f a c e d s i l i c o n e s e p t a
2 3 - c m d i s p o s a b l e g l a s s P a s t e u r p ip e t t e s
R u bb e r P a s t e u r p i p e t t e b u l b
12 x 32 1 . 8 - m L c l e a r g l a s s g a s c h r o m a t o g r a p h y a u t o s a m p l e r v i a l s w i t h r u b b e r / T F E
a l u m i n u m s e a l s (L a b o r a t o r y Su p p l y D i s t r i b u t o r s , C o r p . (c a t a l o g # 2 0 8 1 1- 12 3 2 )
H a n d c r im p e r f o r s e a l i n g g a s c h r o m a t o g r a p h y a u t o s a m p l e r v i a l s
v o r t e x e r
T e fl o n t a p e
St a i n l e s s s t e e l s c u p u l a
I n s t r u m e n t a t i o n
G a s C h r o m a t o g r a p h
• H e w l e t t - P a c k a r d G C 5 89 0 Se r i e s A w i t h a u t o s a m p l e r / a u t o i n j e c t o r t o w e r
• C a p i l l a r y C o l u m n : H P - 1 (A g i l e n t ) 3 0 m l e n g t h x 0 . 2 5 mm i n n e r d i a m e t e r , 1 . 0 - |i m fi lm
th i c k n e s s
• E l e c t r o n C a p t u r e D e t e c t o r (E CD ) : H e w l e t t - P a c k a r d M o d e l E C D
• D a t a S y s t e m : H e w l e t t - P a c k a r d C h e m St a t i o n
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G C G a s e s
• C a r r i e r G a s - U l t r a H i gh P u r i t y (U H P) h e l i u m (H e ) a v a i l a b l e t h r o u g h U N C S c i e n t i f i c
St o r e r o o m s (c a t a l o g # S G 6 2 3 5 0)
• M a k e u p G a s - U l t r a H i gh P u r i t y (U H P ) n i t r o g e n (N 2 ) a v a i l a b l e t h r o u g h U N C S c i e n t i fi c
St o r e r o o m s (c a t a l o g # S G 6 2 7 5 0)
G C Su p p l i e s
S e p t a
- (R e s t e k , B e l l a f o n t e , P A ) 1 1 - m m d i a m e t e r T h e r m o l i t e S e p t a (c a t a l o g # 2 0 3 6 5 )
• I n j e c t o r L i n e r Sl e e v e s - (Su p e l c o , B e l l a f o n t e , P A ) Sp l i t / Sp l i t l e s s I n j e c t o r S l e e v e w i t h
d e a c t i v a t e d g l a s s w o o l , 4 m m i n n e r d i a m e t e r (c a t a l o g # 2 0 4 8 6 , 0 5 )
• C o l u m n F e r r u l e s - (J & W ) g r a p h i t e / v e s p e l 0 . 5 m m fe r r u l e s (c a t a l o g # 5 0 0 2 0 2 5 )
• A u t o s a m p l e r Sy r i n g e s - 1 0 |a L A g i l e n t t a p e r e d n e e d l e s y r i n g e
R e a g e n t s
L a b o r a t o r y G r a d e W a t e r (L GW )
E x t r a c t i o n s o l v e n t : Si gm a - A l d r i c h m e th y l t e r t - b \x i y \ e t h e r , 9 9 + % , A C S r e a g e n t (c a t a l o g
# 4 4
,
3 8 0 - 8)
So d i u m s u l f a t e (N a 2S 0 4 ) , (M a l l i n c k r o d t , P a r i s , K Y ) gr a n u l a r , A C S gr a d e (c a t a l o g # 8 0 24 )
f r o m S c i e n t i f i c St o r e r o o m . B a k e a t 4 0 0
°
C i n m u ffl e f u r n a c e f o r 2 4 h o u r s i n a s h a l l o w
,
p o r c e l a i n d i s h c o v e r e d w i t h a l u m i n u m f o i l . St o r e i n g l a s s - s t o p p e r e d b o t t l e .
So l v e n t f o r d i l u t i o n o f s t a n d a r d s : B u r d i c k & Ja c k s o n (M u s k e g a n , M I ) B & JB r a n dT M H i gh
P u r i t y M e t h a n o l f o r T r i h a l o m e t h a n e A n a l y s i s (c a t a l o g # 2 3 12 3 5)
M e t h a n o l (f o r r i n s i n g g l a s s w a r e ) H P L C g r a d e
A m m o n i u m Su l f a t e (N H 4 )2 S 0 4 (M a l l i n c k r o dt , P a r i s , K Y ) g r a n u l a r , A R g r a d e , fr o m
Sc i e n t i f i c St o r e r o o m (c a t a l o g # 3 5 12 )
• P h o s ph a t e b u f f e r : P r e p a r e a d r y , h o m o g e n o u s m i x t u r e o f 1% S o d i u m P h o s p h a t e , d i s b a s i c
(N a 2H P 0 4 )/ 9 9 % P o t a s s i u m Ph o s p h a t e , m o n o b a s i c (K H 2P O 4 ) b y w e i gh t . B o t h o f t h e s e
b u f f e r s a l t s s h o u l d b e i n g r a n u l a r f o r m a n d o f A C S g r a d e o r b e t t e r .
• T H M C a l i b r a t i o n M i x , 2 0 0 0 (^ g / m L e a c h i n m e t h a n o l . T w o s o u r c e s r e q u i r e d ( S u p e l c o ,
B e l l a f o n t e , P A ) a n d A c c u St a n d a r d .
• I n t e r n a l S t a n d a r d (I S) : A l d r i c h (M i lw a u k e e , W I) 1, 2 - d i b r o m o p r o p a n e n e a t s t a n d a r d , 9 9 + %
(c a t a l o g # 14 , 0 9 6 - 1)
S a mp l e s
Sa m p l e s s h o u l d b e c o l l e c t e d h e a d s p a c e - fr e e i n p r e - c l e a n e d 4 0 m L gl a s s v i a l s w i t h s c r e w c ap s
a n d PT F E - l i n e d s i l i c o n e s e p t a c o n t a i n i n g - 2 0 m g (8 g r a i n s ) a mm o n i u m s u l f a t e , a n d 0 . 7 g
p h o s p h a t e b u f fe r . Sa m p l e s s h o u l d b e f i l l e d h e a d
- s p a c e fr e e a n d h o l d i n g v i a l a t a n a n g l e s o
T H M ' s d o n o t e s c a p e t h r o u gh v o l a t i l i z a t i o n . St o r e s a m p l e s i n f r i d g e a t 4
°
C .
P r o c e d u r e
I n t e r n a l St a n d a r d
St o c k s o l u t i o n o f I n t e r n a l St a n d a r d (I S) a t - 2 0 0 0 |a g /m L i n M t B E - p r e p a r e d b y i n j e c t i n g
10 |j L o f t h e n e a t s t a n d a r d a n d i n j e c t i n g i n t o a 5 m L - v o l u m e t r i c fl a s k c o n t a i n i n g 5m L o f M t B E
1 5 1
P r im a r y d i l u t i o n a t 10 0 |Li g /m L : p r e p a r e d b y i n j e c t i n g 2 5 0 |a L o f I . S . s t o c k s o l u t i o n u s i n g a
m i c r o p i p e t t e , i n t o a 5m L - v o l u m e t r i c fl a s k c o n t a i n i n g 5m L o f M t B E .
E x t r a c t i n g s o l u t i o n a t 5 0 |a g /L : p r e p a r e d b y i n j e c t i n g 2 5 0 ^ L o f I . S . p r im a r y d i l u t i o n u s i n g
a m i c r o p i p e t t e , i n t o a 5OOm L - v o l u m e t r i c fl a s k c o n t a i n i n g 5 0 0m L o f M t B E . (P r e p a r e m o r e t h a n
n e e de d b e c a u s e t h e r e m a y b e b u b b l e s i n t h e d i s p e n s e r t h a t y o u n e e d t o c l e a r , a n d w i l l n e e d t o
p u m p a f e w t im e s t o s t a r t o u t ) .
T H M C a l i b r a t i o n St a n d a r d s
T h e s e a r e s i m u l t a n e o u s l y p r e p a r e d f r o m t h e t w o s u p p l i e r s o f s o c k s o l u t i o n s a n d m o n i t o r e d
d u r i n g e a c h b a t c h o f T H M a n a l y s e s .
1
. C a l i b r a t i o n St a n d a r d # 1 : 10 0 |Lt g /m L , 10 0 |a L o f s t o c k c a l i b r a t i o n m i x t o 2 m L h i g h p u r i t y
m e th a n o l .
2 . C a l i b r a t i o n S t a n d a r d # 2 : 2 0 |J g /m L . 2 0 \i L o f s t o c k c a l i b r a t i o n m i x t o 2 m L h i g h p u r it y
m e t h a n o l .
3 . T r a n s f e r s t a n d a r d s t o a 5 - m L a m b e r g l a s s v i a l a n d s t o r e i n l a b o r a t o r y s t a n d a r d s f r e e z e r a t
- 1 5
° C .
4 . Ch e c k c a l i b r a t i o n s t a n d a r d s a f e w d a y s b e f o r e e x t r a c t i o n . St a n d a r d s s h o u l d b e m o n i t o r e d
f o r d e gr a d a t i o n a n d c o n t a m i n a t i o n b y c o m p a r i n g s t a n d a r d c h r o m a t o g r a p h i c p e a k a r e a
v a l u e s o b t a i n e d o n t h e p e r f o r m a n c e e v a l u a t e d d e s i g n a t e d G C t o t h o s e o b t a i n e d d u r i n g
i n i t i a l c a l i b r a t i o n o f s t a n d a r d . T h e r e s p o n s e s o b t a i n e d o n t h e s a m e i n s t r u m e n t a r e
n o r m a l i z e d r e l a t i v e t o t h e f r e s h l y p r e p a r e d i n t e r n a l s t a n d a r d t o a c c o u n t f p o r i n s t r u m e n t
d e t e c t o r dr i ft a n d th e v a l u e s f o r e a c h T H M s t o r e d o n a s p r e a d s h e e t o n t h e G C c o m p u t e r
a n d b a c k e d - u p t o t h e e x t e r n a l h a r d d r i v e . N e w s t a n d a r d s s h o u l d b e m a d e f r o m t h e s t o c k
s o l u t i o n i f c h e c k e x c e e d s 2 0% d r i ft . I f t h e d r i ft p e r s i s t s , p u r c h a s e n e w s t o c k s o l u t i o n s
f r o m t w o s u p p l i e r s a n d c o m p a r e t h e r e s p o n s e s m a k i n g a n o t e o f t h e s t o c k b a t c h n u m b e r .
T h e s t a n d a r d s a s s e s s e d a r e a s f o l l o w s :
a . 5 |Li l c a l i b r a t i o n s t a n d a r d # 1 i n t o 10 m L e x t r a c t i n g s o l v e n t (M tB E c o n t a i n i n g I S) =
50 |i g / L e a c h T H M
b . 2 5 |a l c a l i b r a t i o n s t a n d a r d # 2 i n t o 2 m L e x t r a c t i n g s o l v e n t (M tB E c o n t a i n i n g I S) =
2 . 5 la g / L e a c h T H M
5 . P r e p a r e a l a b o r a t o r y r e a g e n t b l a n k (th e l e v e l 1 c a l i b r a t i o n s t a n d a r d - s e e s t e p 6 ) a n d t h e
l a b o r a t o r y f o r t i f i e d b l a n k (l e v e l 3 c a l i b r a t i o n s t a n d a r d - s e e s t e p 6 ) a t t h e b e g i n n i n g o f
e a c h d a y a n d a n a l y z e o n t h e G C b e f o r e e x t r a c t i n g s a m p l e s . I f QC c r i t e r i a f a i l ,
t r o u b l e s h o o t a n d c o r r e c t t h e p r o b l e m r e a n a l y z i n g t h e s e c h e c k s t a n d a r d s b e f o r e
p r o c e e d i n g t o t h e n e x t s t e p .
6 . P r e p a r e c a l i b r a t i o n s t a n d a r d s i n 10 0 m L L GW a c c o r d i n g t o t h e r a n g e o f c o n c e n t r a t i o n s
e x p e c t e d i n t h e s a m p l e s . A n e x am p l e i s s h o w n b e l o w .
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L e v e l
C a l ib r a t io n
S t a n d a r d
V o l u m e
a d d e d
i iM
T H M c o n e
1 NA 0 0
2 0 |j g / m L 12 5 2 5
2 0 iJ g / m L 2 5
2 0 p g /m L 12 5 2 5
2 0 tj g /m L 2 00 4 0
10 0 |j g / m L 5 0 5 0
10 0 |j g / m L 1 0 0 1 0 0
7 . Pr e p a r e m a t r i x s p i k e (M S) a n d m a t r i x s p i k e d u p l i c a t e (M SD ) i n 2 5m L s a m p l e s - ^ s h o u l d
b e ~ 2 - 3 t im e s T H M l e v e l s i n s a m p l e s .
8 . M e a s u r e 2 0 m L f r o m a l l c a l i b r a t i o n s t a n da r d s u s i n g a 5 0m L m e a s u r i n g c y l i n d e r s t a r t i n g
f r o m l o w e s t t o h i g h e s t c o n c e n t r a t i o n a n d t h e n f o l l o w w i t h t h e s a m p l e s a l l i n d u p l i c a t e
a n d t r a n s f e r i n t o 4 0 m L v i a l s . R i n s e c y l i n d e r 3 t im e s w i t h L G W a n d o n c e w i t h s a m p l e t o
b e m e a s u r e d n e x t b e tw e e n e a c h . P o u r a t a n a n g l e s o T H M s a r e n o t l o s t t h r o u gh
v o l a t i l i z a t i o n .
9 . A d d 4 m L e x t r a c t i n g s o l v e n t f r o m a s o l v e n t d i s p e n s e r b o t t l e t o e a c h 2 0 m L a l i q u o t . M a k e
s u r e t h e r e a r e n o b u b b l e s i n t h e d i s p e n s e r a d d i t i o n l i n e .
1 0 . A d d ~ 6 g p r e - b a k e d s o d i u m s u l f a t e t o e a c h 2 0 m L s a m p l e / c a l i b r a t i o n s t a n d a r d . (6 g c a n
b e m e a s u r e d o u t i n p r e - m e a s u r e d m a r k e d 10 m L g l a s s b e a k e r ) V o r t e x s a m p l e s fo r 1
m i n u t e im m e d i a t e l y a ft e r a d d i n g s o d i u m s u l f a t e t o a v o i d c l u m p i n g . L e t s a m p l e s s e t t l e f o r
5 m i n u t e s .
1 1. U s i n g a d i s p o s a b l e 2 3 - c m g l a s s P a s t e u r t r a n s f e r - 1 . 5 m L f r o m th e m i d d l e o f t h e M t B E
l a y e r (t o p l a y e r ) t o a G C a u t o s a m p l e r v i a l . D o n o t t r a n s f e r a n y s o d i u m s u l f a t e c r y s t a l s a s
t h e y w i l l c l o g t h e G C . C a p a n d c r im p v i a l St o r e i n t h e l a b o r a t o r y fr e e z e r a t - 1 5
°
C i n a
t r a y c o v e r e d i n a l u m i n u m f o i l i f n o t a n a l y z e d im m e d i a t e l y . A l s o f i l l t w o a u t o s a m p l e r
v i a l s w i t h M tB E a n d 2 v i a l s o f e x t r a c t i n g s o l v e n t . A n a l y z e w i t h i n 8 w e e k s .
12 . A n a l y z e a c c o r d i n g t o s p e c i fi e d G C m e th o d o n t h e d e s i g n a t e d G C . I n s t r u c t i o n s f o r G C
u s e f o r t h i s m e th o d a r e p r o v i d e d b y t h e i n s t r u m e n t t h a t i s a v a i l a b l e a t t h e t i m e .
Q u a l i ty C o n t r o l
P r e c i s i o n i s m e a s u r e d a s t h e a v e r a g e a n d r e l a t i v e p e r c e n t d i f f e r e n c e (R P D ) o f t h e d u p l i c a t e
a n a l y s e s o f e a c h s a m p l e R P D s h o u l d b e l e s s t h a n 10% o t h e r w i s e s a m p l e h a s t o b e fl a g g e d a s
s u s p e c t . T h e c o e f fi c i e n t o f v a r i a t i o n o f a l l t h e i n t e r n a l s t a n d a r d r e s p o n s e s f o r t h e c o m p l e t e s e t o f
s a m p l e s m u s t b e l e s s t h a n 1 5% . In d i v i d u a l s a m p l e s r e s p o n s i b l e f o r e l e v a t i n g t h i s v a l u e a b o v e t h e
t h r e s h o l d s h o u l d b e fl a g g e d a n d c o n s i d e r e d s u s p e c t .
A c a l i b r a t i o n c h e c k s t a n d a r d i s p r e p a r e d i n t h e m i d - r a n g e o f t h e s t a n d a r d c a l i b r a t i o n c u r v e a n d i s
i n j e c t e d e v e r y 10 s a m p l e s . I f t h e d e t e c t o r r e s p o n s e f o r t h i s s a m p l e v a r i e s m o r e t h a n \ 0% fr o m
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t h e p r e v i o u s i n j e c t i o n , a l l s a m p l e s a n a l y z e d b e t w e e n t h e t w o i n j e c t i o n s a r e fl a g g e d f o r
i n v e s t i g a t i o n .
E a c h s a m p l e b o t t l e s e t i s a c c o m p a n i e d b y r e p l i c a t e fi e l d a n d t r a v e l b l a n k s
I n c a s e s w i t h u n k n o w n o r m i s l a b e l e d s a m p l e s , w e w i l l fi r s t a t t e m p t t o d e t e r m i n e w h a t s a m p l e
i d e n t i f i c a t i o n a c t u a l l y i s , b a s e d o n r e c e i v e d s a m p l e s a n d s h i p p i n g l i s t i n f o r m a t i o n . I f a
r e a s o n a b l e i d e a o f t h e s a m p l e i s d e t e r m i n e d , i t w i l l b e a n a l y z e d a n d t h o s e d a t a w i l l b e q u a l i fi e d
i n r e p o r t s a n d f u t u r e d a t a a n a l y s e s .
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8 . B . H a l o a c e t i c A c i d (H A A ) S t a n d a r d O p e r a t i n g P r o c e d u r e
T h i s e n t i r e p r o c e d u r e s h o u l d b e p e r f o r m e d u n d e r a w e l l - v e n t i l a t e d h o o d . H a z a r d o u s r e a g e n t s w i l l
b e u s e d d u r i n g H A A e x t r a c t i o n . D o u b l e g l o v i n g s h o u l d b e u s e d w h e n h a n d l i n g d i a z o m e t h a n e o r
s o d i u m a z i d e .
M a t e r i a l s
1 ) Se v e r a l c l e a r 4 0m L g l a s s v i a l s w it h o p e n - t o p s c r e w c a p s a n d T e fl o n - l i n e d s e p t a
2) 10 - 5 0 |j L m i c r o p i p e t e r w i t h c l e a n g l a s s c a p i l l a r y t i p s
3) 50 - 2 50 |j ,L m i c r o p i p e t e r w i t h c l e a n g l a s s c a p i l l a r y t i p s
4 ) Se v e r a l 2 3c m d i s p o s a b l e g l a s s P a s t e u r p i p e t e s
5) R u b b e r P a s t e v i r p i p e t e b u l b
6) V o l u m e t r i c fl a sk s & g l a s s t o p p e r s : t h r e e 2 5m L , e i g h t l OOm L , s e v e r a l 2 m L (n u m b e r
d e p e n d s o n n u m b e r o f s a m p l e s a n d c a l i b r a t i o n s t a n d a r d s )
7) T w o 2 5m L g l a s s g r a d u a t e d c y l i n d e r
8) l Om L g l a s s b e a k e r
9) I L g l a s s b o t l e w i t h l Om L p u m p p i p e t i n g d i s p e n s e r c o n t a i n i n g P T F E t r a n s f e r l i n e
10 ) 5 0 0m L a m b e r b o t l e m o u n t e d w i t h 5m L p u m p p i p e t i n g d i s p e n s e r c o n t a i n i n g PT FE
t r a n s f e r l i n e
1 1) 5m L am b e r g l a s s s t a n d a r d s t o r a g e v i a l s w i t h o p e n t o p s c r e w c a p s a n d P T F E - l i n e d s e p t a
1 2 ) S e v e r a l 12 x 3 2 1 . 8m L g l a s s G C a u t o s a m p l e r v i a l s w i t h r u b b e r /T F E a l u m i n u m s e a l s
13 ) H a n d c r im p e r f o r s e a l i n g G C a u t o s a m p l e r v i a l s
14 ) T h e r m o l y n e T y p e 16 7 0 0 M i x e r - M a x iM i x I v o r t e x e r
15 ) 1/ 2 - i n c h T e fl o n t a p e
16 ) St a i n l e s s s t e e l s c u p u l a
1 7 ) P l a s t i c t u b f o r i c e b a t h
R e a g e n t s
1) L a b o r a t o r y G r a d e W a t e r (L G W)
2 ) E x t r a c t i o n s o l v e n t & s t a n d a r d s o l v e n t : A l d r i c h , 9 9 %o + M e t h y l t e r t - B u t y l e t h e r (M t B E )
3 ) So d i u m Su l f a t e (N a 2 S 0 4 ) : M a l l i n c k r o d t , g r a n u l a r . B a k e a t 4 0 0 ° C i n m u f fl e fi i m a c e f o r
2 4 h o u r s i n a s h a l l o w p o r c e l a i n d i s h c o v e r e d w it h a l u m i n u m f o i l . S t o r e i n a t i g h t l y
c a p p e d a m b e r j a r o r i n a g l a s s - s t o p p e r e d b o t l e .
4 ) Su l fi i r i c A c i d (H 2S O 4 ) : F i s h e r , c o n c e n t r a t e d A C S g r a d e o r e q u i v a l e n t , s t o r e d i n 5 0 0m L
a m b e r b o t t l e m o u n t e d w i t h 2m L p u m p p i p e t t i n g d i s p e n s e r .
5 ) D r y i n g a g e n t : A l dr i c h , a n h y d r o u s m a g n e s i u m s u l f a t e (M gS 0 4 ) , 9 9+ % o r e q u i v a l e n t
6 ) S i l i c i c A c i d (S i 0 2 - n H 2 0 ): JT B a k e r
7 ) M e t h a n o l f o r r i n s i n g gl a s s w a r e : (H P L C g r a d e o r e q u i v a l e n t )
8 ) A m m o n i u m Su l f a t e (N H 4 )2S 0 4 ) : M a l l i n c k r o d t g r a n u l a r , A R g r a d e .
9 ) Su p e l c o E PA 5 52 . 2 A c i d s C a l i b r a t i o n M i x a t ~ I m g /m L e a c h (B r A A , B r C lA A ,
B r C l 2A A , C l A A , B r j C l A A , B r 2 A A , C I2 A A , B r s A A , C I3A A ) .
10 ) I n t e r n a l St a n d a r d S t o c k S o l u t i o n : A l d r i c h ; 1, 2 - d i b r o m o p r o p a n e n e a t s t a n d a r d , 9 9 + %) .
1 1) H a l o e s t e r St a n d a r d St o c k So l u t i o n : Su p e l c o ; E PA 55 2 . 2 E s t e r s C a l i b r a t i o n M i x a t 2 0 0 -
2 0 0 0 n g /m L i n M t B E .
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12 ) A c i d Su r r o g a t e St o c k S t a n d a r d : Su p e l c o ; 2 , 3 - d i b r o m o p r o p i o n i c a c i d , 9 9 + % a t I m g / m L
i n M t B E .
St o c k S t a n d a r d s
St o c k s t a n d a r d s a r e p u r c h a s e d a s p r e m i x e d c e r t i fi e d s o l u t i o n s c o n t a i n e d i n s e a l e d a m b e r g l a s s
a m p u l e s O n c e t h e g l a s s I m L s e a l e d a m p u l e o f s t o c k s o l u t i o n i s o p e n e d , t h e s o l u t i o n i s
im m e d i a t e l y t r a n s f e r r e d t o a 5m L a m b e r v i a l w i t h a PT F E - l i n e d s c r e w c a p . T h e v i a l s h o u l d b e
im m e d i a t e l y c a p p e d w i t h t h e c a p a n d n e c k o f v i a l w r a p p e d w i t h T e f l o n t a p e . T h e v i a l s h o u l d b e
s t o r e d i n t h e l a b o r a t o r y s t a n d a r d s f r e e z e r a t - 15
° C
St a n d a r d s s h o u l d b e m o n i t o r e d f r e q u e n t l y f o r d e g r a d a t i o n b y c o m p a r i n g c h r o m a t o g r a p h i c p e a k
a r e a v a l u e s t o t h o s e o bt a i n e d d u r i n g t h e i n i t i a l c a l i b r at i o n o f t h e s t a n d a r d . F r e s h s t a n d a r d s s h o u l d
b e p r e p a r e d i f t h i s c h e c k e x c e e d s a 2 0% d r i ft . St o c k s t a n d a r d s s h o u l d n
'
t b e u s e d m o r e t h a n 6
m o n t h s a ft e r o p e n i n g o f s e a l e d a m p u l e
I n t e r n a l St a n d a r d s t o c k s o l u t i o n p r e p a r e d a t ~ 2 0 0 0 |i g/ m L
a . I n j e c t w i t h m i c r o p i p e t t e r 10 |j L o f A l d r i c h 1 , 2 - d i b r o m o p r o p a n e n e a t s t a n d a r d
9 9+ % i n t o a 5m L v o l u m e t r i c fl a s k c o n t a i n i n g 5mL o f A l d r i c h 9 9 + % M t B E . F i l l
t o t h e l i n e w i t h M t B E , c a p , a n d i n v e r t 3 t im e s .
b . T r a n s f e r im m e d i a t e l y t o 5 m L a m b e r v i a l c a p p e d w i t h o p e n t o p s c r e w c a p s l i n e d
w i t h P T F E s e p t a . S e a l c a p s w i t h T e fl o n t a p e . L a b e l a n d s t o r e v i a l i n l a b f r e e z e r a t
- 15 ° C .
Wo r k i n g D i l u t i o n s
I n t e r n a l St a n d a r d :
(i ) Pr i m a r y d i l u t i o n a t 1 0 0 |i g /m L : p r e p a r e d b y i n j e c t i n g 2 5 0 ^ L o f I . S . s t o c k s o l u t i o n
u s i n g a m i c r o p i p e t e , i n t o a 5 m L - v o l u m e t r i c fl a s k c o n t a i n i n g 5m L o f M t B E .
(i i ) E x t r a c t i n g s o l u t i o n a t 5 0 ^ g / L : p r e p a r e d b y i n j e c t i n g 2 5 Q\i L o f I . S . p r im a r y
d i l u t i o n u s i n g a m i c r o p i p e t e , i n t o a 50 0 m L - v o l u m e t r i c fl a s k c o n t a i n i n g 5 0 0m L o f
M t B E . (P r e p a r e m o r e t h a n n e e d e d b e c a u s e t h e r e m a y b e b u b b l e s i n t h e d i s p e n s e r
t h a t y o u n e e d t o c l e a r , a n d w i l l n e e d t o p u m p a f e w t im e s t o s t a r t o u t ) .
T h e v o l u m e o f t h e am o u n t o f M tB E a n d I S E x t r a c t i o n So l u t i o n w i l l v a r y b a s e d o n t h e n u m b e r o f
s a m p l e s t o b e e x t r a c t e d . T h e v o l u m e n e e d e d c a n b e c a l c u l a t e d u s i n g t h e e q u a t i o n b e l o w :
N (n u m b e r o f s a m p l e s t o b e e x t r a c t e d ) x 4 m L + l OOm L M t B E
P r i m a r y C a l i b r a t io n S t a n d a r d s
H A A St a n d a r d Pr im a r y D i l u t i o n p r e p a r e a t 2 0 ^ g/m L .
c . I n t h e S u p e l c o E P A 5 5 2 . 2 A c i d s C a l i br a t i o n M i x , e a c h o f t h e n i n e H A A s i s
p r e s e n t a t a d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n . Pr e p a r e t h i s s o l u t i o n b y t r a c k i n g t h e H A A
w i t h t h e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n .
d . F i l l a 2m L v o l u m e t r i c fl a s k t o j u s t b e l o w th e 2m L m a r k w i th M t B E .
e . W i th a m i c r o p i p e t e r , i n j e c t 7 5 |l i L o f t h e E P A 5 52 . 2 A c i d s C a l i b r a t i o n M ix i n t o
t h e v o l u m e t r i c fl a s k . M a k e s u r e t h a t i t i s i n j e c t e d b e l o w t h e M t B E s u r f a c e .
f F i l l t h e fl a s k t o t h e 2 m L m a r k w i t h M tB E . C a p t h e fl a s k a n d i n v e r t t hr e e t im e s .
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g . T r a n s f e r t h i s s t a n d a r d t o a 5m L a m b e r v i a l w i t h a n o p e n t o p s c r e w c a p Un e d w i t h
P T F E s i l i c o n e s e p t a . S e a l c a p w i t h T e f l o n t a p e . L a b e l a n d s t o r e i n l a b f r e e z e r a t -
1 5 ° C .
* P r im a r y d i l u t i o n s o f H A A w o r k i n g s t a n d a r d s s h o u l d b e r o u t i n e l y m o n it o r e d f o r
s i g n i fi c a n t d e g r a d a t i o n b y c o m p a r i n g st a n d a r d c h r o m a t o g r a p h i c p e a k a r e a v a l u e s t o
t h o s e o b t a i n e d d u r i n g t h e i n i t i a l c a l i b r a t i o n o f t h e s t a n d a r d . F r e s h s t a n d a r d s s h o u l d b e
p r e p a r e d i f t h i s c h e c k e x c e e d s a 2 0 % dr i ft .
h . T r a n s f e r t h i s s t a n d a r d s o l u t i o n a n d s t o r e i t i n I L a m b e r b o t t l e w i t h P T F E p i p e t t i n g
d i s p e n s e r s c r e w t o p a s s e m b l y
i . St o r e i n l a b r e f r i g e r a t o r a t 4 - 5
° C .
Mu l t i c o mp o n e n t h a l o e s t e r r ef e r e n c e s t a n d a r d p r e p a r e a t 5 0/ u g / L - 5 0 0 /J g / L
F i l l a l Om L g l a s s v o l u m e t r i c fl a s k w it h A l d r i c h 9 9 + % M t B E t o t h e n e c k o f t h e fl a s k j u s t
u n d e r t h e l Om L m a r k .
U s i n g a m i c r o p i p e t t e r , i n j e c t 2 5 0 |j L o f H a l o e s t e r S t a n d a r d St o c k S o l u t i o n (2 0 0 -
2 0 0 0 |a g/ m L ) i n t o M t B E .
A d d M t B E t o l Om L fi l l l i n e . C a p fl a s k a n d i n v e r t 3 t im e s .
T r a n s f e r t h i s s t a n d a r d t o a 2 0m L a m b e r v i a l w i t h o p e n t o p s c r e w c a p a n d P T F E
- l i n e d
s i l i c o n s e p t a . S e a l c a p w i t h T e fl o n t a p e .
L a b e l v i a l a n d s t o r e i n l a b f r e e z e r a t - 1 5 ° C .
A c i d Su r r o g a t e A d d i t i v e St a n d a r d p r e p a r e a t 2 0 ju g / m L
A d d 10 0 |j .L o f I m g / m L a c i d s u r r o g a t e s t o c k s t a n d a r d t o a 5 m L v o l u m e t r i c fl a s k
c o n t a i n i n g M t B E fi l l e d j u s t u n d e r t h e 5m L m a r k o n t h e n e c k o f t h e fl a s k .
F i l l t o t h e 5m L m a r k w i t h M t B E . C a p a n d i n v e r t 3 t im e s .
T r a n s f e r t h i s s t a n d a r d t o 5m L a m b e r v i a l w i t h o p e n t o p s c r e w c a p a n d PT F E - l i n e d
s i l i c o n e s e p t a . S e a l c a p w i th T e fl o n t a p e .
L a b e l v i a l a n d s t o r e i n l a b f r e e z e r - 1 5 ° C .
E P A 5 5 2 2 A c i d s C a l i b r a t i o n M ix (HA A 9) Ma t r ix Sp i k e S t a n d a r d (MS)
I n t h e Su p e l c o E P A 5 52 . 2 A c i d s C a l ib r a t i o n M i x , e a c h o f t h e n i n e H A A s i s p r e s e n t a t a
d i f f e r e n t c o n c e n t r a t i o n . M a k e t h i s s t a n d a r d b y t r a c k i n g t h e H A A w i th t h e l e a s t
c o n c e n t r a t i o n . T h e fo l l o w i n g s t e p s a r e w r i t t e n f o r t r a c k i n g C lA A a t a c o n c e n t r a t i o n o f
6 0 0 |a ,g / m L . T h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f t h i s d i l u t i o n i s 6 |j ,g / m L o f C lA A .
*
A d d 2 0 fi L o f t h e S u p e l c o E P A 5 52 . 2 A c i d s C a l i b r a t i o n M i x t o a 2m L v o l u m e t r i c fl a s k
fi l l e d w i t h M t B E . B e s u r e t o i n j e c t b e n e a t h th e M t B E l a y e r .
F i l l t o t h e 2m L m a r k w i t h M t B E . C a p fl a s k a n d i n v e r t 3 t i m e s .
T r a n s f e r t h i s s t a n d a r d t o a 5m L a mb e r v i a l w i t h a n o p e n t o p s c r e w c a p l i n e d w i th P T F E
s i l i c o n e s e p t a .
S e a l c a p w i t h T e fl o n t a p e . L a b e l a n d s t o r e i n l a b f r e e z e r a t
- 1 5° C .
* T h e fi n a l c o n c e n t r a t i o n o f t h i s s o l u t i o n s h o u l d b e a r o u n d 1 0 - 2 0 |u g / m L .
I n s t r u m e n t a t i o n
1) G a s Ch r o m a t o g r a p h (G C )
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a . H e w l e t t - P a c k a r d G C 5 8 9 0 Se r i e s A o r Se r i e s I I
,
o r e q u i v a l e n t w i t h
a u t o s a m p l e r / a u t o i n j e c t i o n t o w e r
b . C a p i l l a r y C o l u m n H P - 1 (A g i l e n t ) 3 0m l e n g t h x 0 . 2 5 mm i n n e r d i a m e t e r , 1 . 0 |j m
fi lm th i c k n e s s , o r e q u i v a l e n t .
2 ) E l e c t r o n C a p t u r e D e t e c t o r (E C D )
a . H e w l e t t - P a c k a r d M o d e l E C D
b . D a t a Sy s t e m : H e w l e t t - P a c k a r d C h e m S t a t i o n
3) G C G a s e s
a . C a r r i e r G a s : U l t r a H i g h P u r i t y (U H P ) 9 9 . 9 9 9 + %. h e l i u m (H e )
b . M a k e - u p G a s : U l t r a H i g h P u r i t y (U H P ) 9 9 . 9 9 9 + % n i t r o g e n (N 2 )
4 ) M i s c e l l a n e o u s G C E q u i p m e n t
a Se p t a - R e s t e k 1 1m m d i a m e t e r T h e r m o l i t e S e p t a
b . I n j e c t o r L i n e r S l e e v e s S u p e l c o S p l i t / Sp l it l e s s I n j e c t o r Sl e e v e w i t h d e a c t i v a t e d
g l a s s w o o l , 4m m i n n e r d i a m e t e r
c . C o l u m n F e r r u l e s J& W gr a p h i t e / v e s p e l 0 . 5m m f e r r u l e s
d . A u t o s a m p l e r S y r i n g e s l Of^ L A g i l e n t t a p e r e d n e e d l e s y r i n g e
Sa mp l e v i a l s
S a m p l e s s h o u l d b e c o l l e c t e d i n p r e - c l e a n e d 4 0m L g l a s s v i a l s w i t h o p e n t o p s c r e w c a p s a n d
P T F E - l i n e d s i l i c o n e s e p t a . Pr e p a r e v i a l s i n t h e l a b b e f o r e c o l l e c t i n g s a m p l e s b y p i p e t t i n g 5 0 )a L
o f t h e 8 0m g / L s o d i u m a z i d e s o l u t i o n d i r e c t l y i n t o t h e v i a l a n d a d d i n g a p p r o x i m a t e l y 2 0m g ( 8
g r a i n s ) o f a m m o n i u m s u l f a t e . C a p a n d l a b e l a l l v i a l s a p p r o p r i a t e l y . Sa m p l e s s h o u l d b e e x t r a c t e d
w i t h i n 14 d a y s f r o m d a t e o f c o l l e c t i o n .
T e s t Mi x e s : P r e p a r a t i o n & P r o c e d u r e
1 . I n o r d e r t o t e s t t h e i n s t r u m e n t p e r f o r m a n c e t h e d a y b e f o r e s a m p l e a n a l y s i s , p r e p a r e a d i l u t i o n
o f i n t e r n a l s t a n d a r d a t 5 0 )i g / L i n M t B E i n a 2 5m L v o l u m e t r i c fl a s k . A n a l y z e t h e M t B E b e f o r e
p r e p a r i n g t h e d i l u t i o n . T r a n s f e r a b o u t I m L o f t h i s d i l u t i o n t o a s m a l l G C v i a l . C a p , l a b e l t h e v i a l ,
a n d a n a l y z e b y t h e a p p r o p r i a t e c h r o m a t o g r a p h i c m e th o d .
2 A n a l y z e a n a l i q u o t o f t h e m u l t i c o m p o n e n t h a l o e s t e r s t a n d a r d p r e p a r e d In t h e r a n ge 10 0 - 2 0 0
jx g / 1 i n t h e e x t r a c t i o n s o l v e n t t o d e t e r m i n e a n a l y t e r e t e n t i o n t im e s .
3 . I f t h e s e r e a g e n t s a r e c l e a n a n d t h e G C i s fu n c t i o n i n g p r o p e r l y , e x t r a c t s a m p l e s w i t h i n t hr e e
w e e k s o f t h e d a t e t h e s a m p l e s w e r e c o l l e c t e d .
4 G C d a t a s h o u l d b e r e m o v e d f r o m t h e G C c o m p u t e r s w i t h i n o n e m o n t h .
C a l i b r a t i o n S t a n d a r ds
1) Pr e p a r e a l l s t a n d a r d s i n l OOm L o f L G W .
2 ) L a b e l 6 s e p a r a t e l OOm L v o l u m e t r i c fl a s k s w i t h th e c o n c e n t r a t i o n s t o b e p r e p a r e d . T h e
l o w e s t c o n c e n t r a t i o n s h o u l d n o t b e b e l o w O. l ^ g / L .
3 ) F i l l e a c h l OOm L v o l u m e t r i c fl a s k w i t h L G W t o j u s t b e l o w t h e fi l l l i n e o n t h e n e c k o f t h e
fl a s k .
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4 ) W i t h a n a p p r o p r i a t e m i c r o p i p e t t e r t h a t u s e s g l a s s c a p i l l a r y t i p s , p u t a m e a s u r e d a m o u n t o f
t h e p r im a r y c a l i b r a t i o n s t a n d a r d d i r e c t l y i n t o L G W b e l o w t h e s u r f a c e . T h e a m o u n t o f
p r i m a r y c a l i b r a t i o n s t a n d a r d w i l l v a r y d e p e n d i n g o n t h e d e s i r e d c o n c e n t r a t i o n o f t h e
s e c o n d a r y c a l i b r a t i o n s t a n d a r d s .
5) F i l l t h e v o l u m e t r i c f la s k t o t h e f i l l l i n e w i t h L G W , c a p t h e f l a s k , a n d i n v e r t t h r e e t i m e s
6) T w o b l a n k s s h o u l d b e p r e p a r e d b y f i l l i n g tw o 4 0 m L c l e a r g l a s s v i a l s w i t h 2 0m L L G W
a . M e a s u r e 2 0m L L G W w i t h a c l e a n g l a s s 2 5m L g r a d u a t e d c y l i n d e r .
b . L a b e l , t h e n c a p v i a l s u s i n g o p e n t o p s c r e w c a p s w i t h P T F E - l i n e d s e p t a .
7) R i n s e t h e 2 5m L g r a du a t e d c y l i n d e r t h r e e t i m e s w i t h L G W .
8 ) U s i n g t h e c l e a n e d 2 5m L g r a d u a t e d c y l i n d e r , t r a n s fe r 2 0m L o f t h e s e c o n d a r y c a l i b r a t i o n
s t a n d a r d s i n t h e 1OOm L v o l u m e t r i c f la s k s t o 4 0m L g l a s s v i a l s . A g a i n , t h e s e g l a s s v i a l s a r e
c a p p e d w i th o p e n t o p s c r e w c a p s a n d PT F E - l i n e d s e p t a .
a . M a k e d u p l i c a t e s o f t h e s e 2 0m L s e c o n d a r y c a l i b r a t i o n s t a n d a r d s .
b . M a k e s u r e t h e v i a l s a r e l a b e l e d a c c o r d i n g l y .
Ma t r ix Sp i k e A d d i t i o n
1) M a t r i x s p i k e (M S) a n d m a t r i x s p i k e du p l i c a t e (M SD ) s a m p l e s s h o u l d b e p r e p a r e d . T h e s e
s a m p l e s s h o u l d b e c h o s e n r a n d o m l y fr o m t h e d u p l i c a t e s o f c o l l e c t e d s a m p l e s O n e s e t o f
M S a n d M SD s a m p l e s s h o u l d b e p r e p a r e d f o r e a c h a n a l y t i c a l b a t c h .
2 ) A d d 2 5 )j ,L o f t h e H A A 9 M a t r i x S p i k e St a n d a r d t o a 2 5m L o f t h e m a t r i x s p i k e s a m p l e .
3) M a k e a du p l i c a t e 2 5 m L a l i q u o t o f s a m p l e .
4 ) M e a s u r e 2 0m L u s i n g a g r a d u a t e d c y l i n d e r f o r e a c h s p i k e s o l u t i o n i n t o a c l e a n 4 0m L g l a s s
v i a l . L a b e l e a c h s t a n d a r d a s a M S o r a M SD .
Sa mp l e P r e p a r a t i o n
1 ) R e m o v e s a m p l e s (s t o r e d i n 4 0 m L g l a s s v i a l s ) f r o m r e fr i g e r a t o r a n d l e t t h e m w a r m t o
r o o m t e m p e r a t u r e w h i l e p r e p a r i n g c a l i b r a t i o n s t a n d a r d s .
2 ) U s e a c l e a n , g l a s s 2 5m L g r a d u a t e d c y l i n d e r t o m e a s u r e o u t 2 0m L o f e a c h s a m p l e .
3 ) D i s p o s e r e m a i n i n g am o u n t o f s am p l e i n t o a w a s t e b e a k e r .
4 ) P o u r t h e m e a s u r e d 2 0m L s a m p l e b a c k i n t o i t s 4 0m L g l a s s v i a l .
a . I M P O R T A N T : P o u r s a m p l e s o n t h e s i d e o f t h e g l a s s ( g r a d u a t e d c y l i n d e r o r v i a l s )
t o r e d u c e t h e s a m p l e s
' in t e r a c t i o n w i t h a i r .
5 ) B e t w e e n m e a s u r e m e n t s , r i n s e g r a d u a t e d c y l i n d e r 3 t im e s w i t h L G W . P r e - r i n s e g r a d u a t e d
c y l i n d e r o n e t im e w i t h t h e n e x t s a m p l e t o b e t r a n s f e r r e d .
N O T E : W a s h a l l u s e d g l a s s w a r e 3 t im e s w i t h L G W a n d o n c e w i t h m e t h a n o l
A c i d Su r r o g a t e A d d i t i o n
1 ) A d d 2 0 n L o f t h e a c i d s u r r o g a t e a d d i t i v e s t a n d a r d a t 2 0 ^ L / n i L t o a l l 2 0m L c a l i b r a t i o n
s t a n d a r d s
,
s a m p l e s , a n d m a t r i x s p i k e s a m p l e s u s i n g a m i c r o p i p e t t e r .
2 ) St i r i n t h e s u r r o g a t e w i t h t h e p ip e t t e r t i p . D o N O T c a p a n d i n v e r t s a m p l e s . C h a n g e p i p e t t e
t i p b e t w e e n s a m p l e s .
A c i d ij i c a t i o n
1) U s i n g a g l a s s p i p e t t e , a d d L 5m L o f c o n c e n t r a t e d s u l f u r i c a c i d (H 2S O 4 ) t o a l l 2 0m L o f
c a l i b r a t i o n s t a n d a r d s
,
s a m p l e s , a n d m a t r i x s p i k e s a m p l e s .
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2 ) L e t v i a l s c o o l i n a n i c e b a t h f o r 2 0 - 3 Om i n .
3 ) Sw i r l t h e s e v i a l s g e n t l y t o m i x w a t e r a n d a c i d .
I n t e r n a l St a n d a r d A d d i t i o n
1) U s i n g a p u m p p i p e t t e d i s p e n s e r , a d d 4 m L o f e x t r a c t i n g s o l v e n t t o e a c h 2 0m L s a m p l e
a n d c a l i b r a t i o n s t a n d a r d .
2 ) Wh e n u s i n g t h e p u m p p i p e t t e d i s p e n s e r , m a k e s u r e t h e r e a r e n o b u b b l e s i n t h e a d d i t i o n
l i n e .
3) T w o l a y e r s w i l l b e v i s i b l e : a n o r g a n i c t o p l a y e r o f M t B E a n d a n a q u e o u s b o t t o m l a y e r .
S o d i u m Su lf a t e A d d i t i o n a n d E x t r a c t i o n
1) A d d a b o u t l Og o f b a k e d s o d i u m s u l f a t e t o e a c h s a m p l e a n d c a l i b r a t i o n s t a n d a r d . T h i s
m a s s i s m e a s u r e d o u t i n a p r e - m e a s u r e d g l a s s b e a k e r e s p e c i a l l y f o r t h i s s t e p .
2 ) I m m e d i a t e l y a ft e r a d d i n g s o d i u m s u l f a t e , v o r t e x a l l s a m p l e s a n d c a l i b r a t i o n s t a n d a r d s f o r
1 m i n u t e t o p r e v e n t s o l i d i f i c a t i o n o f s o d i u m s u l f a t e .
S o l v e n t T r a n sf e r t o 2 m L Vo l u m e t r i c F l a s k s
1) F o r e a c h s a m p l e a n d c a l i b r a t i o n s t a n d a r d : W i t h a c l e a n , g l a s s , 2 3 c m P a s t e u r p i p e t t e ,
t r a n s f e r 2 m L o f t h e t o p l a y e r (M t B E + I S l a y e r ) t o a c l e a r , g l a s s 2 m L v o l u m e t r i c fl a s k
c a p p e d w i t h s c r e w c a p s a n d P T F E - l i n e d s e p t a .
2 ) U s e a c l e a n p i p e t t e f o r e a c h t r a n s f e r . B e s u r e n o t t o t r a n s f e r a n y w a t e r a n d s o d i u m s u l f a t e
c r y s t a l s .
D e r i v a t iz a t i o n
T o a l l M tB E e x t r a c t s i n 2 m L v o l u m e t r i c fl a s k s :
1) A d d 1/ 2 o f a s m a l l , r o u n d e d s c o o p o f a n h y d r o u s p o w d e r e d m a g n e s i u m s u l f a t e . R e - c a p
t h e fl a s k . D O N O T M I X !
2 ) A d d 2 2 5 ^ L c o l d d i a z o m e t h a n e w i t h a m i c r o p i p e t t e . R e - c a p t h e fl a s k a n d D O N O T
M IX !
3) St o r e t h e s e fl a s k s i n t h e r e f r i g e r a t o r f o r 15 m i n u t e s .
4 ) C h e c k f o r a y e l l o w c o l o r i n a l l s a m p l e s . N o t e t h e s a m p l e s t h a t a r e n o t y e l l o w i n c o l o r .
5) A l l o w s a m p l e s t o w a r m t o r o o m t e m p e r a t u r e (a b o u t 15 m i n u t e s ) .
6 ) A d d a s m a l l r o u n d e d s c o o p o f s i l i c i c a c i d n - h y d r a t e p o w d e r . T h e e x t r a c t s h o u l d b e c o m e
c o l o r l e s s b e c a u s e s i l i c i c a c i d qu e n c h e s r e s i d u a l d i a z o m e t h a n e .
7 ) R e m o v e e n o u g h o f t h e e x t r a c t s f r o m t h e 2 m L v o l u m e t r i c fl a s k s t o fi l l G C v i a l s a b o u t
7 0% f i i U . M a k e s u r e n o s o l i d s a r e i n t h e v i a l s
,
a n d t h e n c a p t h e v i a l s .
8) L a b e l e a c h v i a l w i t h t h e s a m p l e l o c a t i o n a n d d a t e .
9) P l a c e t h e s e s a m p l e s i n a t r a y a n d w r a p th e m i n a l u m i n u m f o i l .
1 0 ) L a b e l f o i l w i t h n a m e , d a t e , a n d t e s t . St o r e i n t h e fr e e z e r b e f o r e G C a n a l y s i s .
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8 . C . T o t a l O r g a n i c H a l o g e n (T O X ) S t a n d a r d O p e r a t i n g P r o c e d u r e
A n a ly s i s o f T o t a l O r g a n i c H a l o g e n (T O X ) i n F i n i s h e d D r in k in g W a t e r
U s e l a b o r a t o r y c o a t , g l o v e s , c l o s e
- t o e d s h o e s , a n d g o gg l e s d u r in g t h e e n t i r e p r o c e d u r e .
I n s t r u m e n t a t i o n
1) A d s o r p t io n M o d u l e (T e k m a r - D o h r m a n n )
M o d e l : A D - 2 0 0 0 A d s o r p t i o n M o d u l e
M o d e l n ° : 8 9 0 - 1 6 1
S e r i a l n
"
: 9 9 29 20 09
F o r l OOm L s am p l e s i z e : R a n g e : 4
- 1 0 00 |i g A O X / L ; P r e c i s io n : ± 2 |i g / L o r ± 2%
2) O r g a n i c H a l i d e A n a l y z e r
M o d e l : D X - 2 0 0 0 O r g a n i c H a l i d e A n a l y z e r
M o d e l n " : 8 9 0 - 1 6 2
S e r ia l n
°
: 9 9 29 2 00 9
F o r l OOm L s am p l e s i z e : R a n g e : 4
- 10 00 |i g T O X / L ; P r e c i s i o n : ± 2 ja g / L o r ± 2 %
F o r l Om L s a m p l e s iz e : R a n g e : 4 0
- 10 , 0 0 0 fi g T O X / L ; P r e c i s io n : ± 2 0 n g / L o r ± 2 %
3) S o ft w a r e
A O X /T O X by c o l u m n - C o p y r i g h t 19 93 - 1 9 9 6 R o s e m o u n t D o h r m a n n D i v . - V e r s io n 2 10
T h e p r o c e s s o f t h e s y s t e m o p e r a t e s i n s u c h a w a y t h a t it m e e t s i n t e r n a t i o n a l m e t h o d s i n c l u d i n g :
E P A M e t h o d s 9 02 0 A , 9 07 6 , 4 5 0 . 1 , a n d 165 0
A ST M - D - 4 74 4
St a n d a r d M e t h o d s 5 32 0B
D IN 3 84 0 9 - H 14
I SO M e t h o d 9 562
SC A N - W M e t h o d 9 : 8 9
N EN M e t h o d 64 02
R e a g e n t s
L a b g r a d e w a t e r (L G W , d e i o n i z e d w a t e r )
7 0% by w t . A c e t ic A c id (G la c ia l , F i s h e r S c i e n t i f i c ) in L GW
80% H 2 SO 4 (A C S P l u s G r a d e , F i s h e r S c i e n t i f i c ) i n L G W
C o n c e n t r a t e d H 2 SO 4 (A C S P l u s G r a d e , F i s h e r S c ie n t i f i c )
4 0 m g /m L N a 2 S 0 3 ( a n h y d r o u s , A C S G r a d e , F i s h e r Sc ie n t i f i c ) i n L G W
5
,
0 0 0 m g N O j TL o f K N O 3 (A C S G r a d e , F i s h e r Sc i e n t i f i c ) i n L G W
2 00 n g C l/ fi L o f N a C l (A C S G r a d e , F i s h e r S c i e n t i f i c ) i n L G W
500 n g C l/ n L 2 , 4 , 6
- T r i c h l o r o p h e n o l ( 9 8% , A l d r i c h ) in h ig h p u r i t y m e t h a n o l
S o d i u m b i c a r b o n a t e (I n d u s t r i a l g r a d e , F i s h e r S c i e n t i f i c )
M e t h a n o l ( h a l o g e n f r e e , h i g h e st p u r it y , L C M S G r a d e , F is h e r S c i e n t if i c )
D r y G A C ( 100 - 2 0 0 m e s h G A C , < 1 . 0 |i g / 4 0m g , R o s e m o u n t D o h r m a n n )
G la s s - p a c k e d C a r b o n C o l u m n s 2m m I D (C P I I n t e r n a t i o n a l )
H e l i u m
,
9 9 . 9 + % p u r i t y , 2 2 0 ft
^
O x y g e n , 9 9 % p u r it y , 2 2 0 ft
^
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S a m p l e C o l l e c t i o n & D e c h l o r i n a t i o n
S a m p le s f o r T O X a n a l y s i s s h o u l d b e c o l l e c t e d in 12 5m L o r 2 5 0m L a m b e r b o t t le s w i t h o p e n - t o p
P T F E - l i n e d s e p t a . T o q u e n c h a b o u t 3m g / L o f f r e e c h l o r in e , 4 0 )j ,L o f a 4 0m g / m L s o lu t i o n o f s o d i u m
s u l f i t e (N a 2 S 0 3) s h o u l d b e a d d e d t o t h e s a m p l e b o t t l e s p r i o r t o c o ll e c t i n g t h e s a m p l e s
B e f o r e c o l le c t i n g s a m p l e s , t h e s a m p l e t a p s h o u l d b e o p e n e d a n d a l lo w e d t o r u n t o w a s t e f o r 2
- 3
m in u t e s T h e f l o w s h o u l d t h e n b e r e d u c e d , t h e b o t t l e p l a c e d a t a s l a n t a n d t h e w a t e r a l l o w e d t o r u n d o w n
t h e s i d e . W h e n t h e b o t t l e i s a l m o s t f u l l
,
c a p t h e b o t t l e w i t h t h e t e fl o n s i d e o f t h e l i n e r f a c i n g i n w a r d s
I n v e r t t h e b o t t l e t o m i x a n d t h e n o p e n t h e c a p a n d c o m p l e t e l y fi l l s o t h a t n o a i r b u b b l e s r e m a in I n v e r t t o
c o n f i r m a b s e n c e o f a ir .
A ft e r c o l l e c t i o n , s am p le s s h o u l d b e k e p t i n a r e f r i g e r a t o r a t 4
°
C u n t i l a n a ly s i s , w h i c h s h o u l d t a k e
p l a c e w it h i n 1 4 d a y s o f c o l l e c t io n
S a m p le P r e - T r e a t m e n t
B e f o r e t h e a n a l y s i s , a l l o w s a m p l e b o t t l e s t o a c h i e v e r o o m t e m p e r a t u r e . T h e n , a d d 25 d r o p s o f
c o n c e n t r a t e d s u l f u r i c a c i d (A . C . S . P l u s ) t o t h e 12 5 m L s am p le s , o r 5 0 d r o p s t o 2 5 0 m L b o t t le s , w i t h a
g l a s s P a s t e u r p i p e t t e
S a m p l e P r e p a r a t i o n
- A d s o r p t i o n
T h e s a m p le v o l u m e , a d s o r p t i o n r a t e o f s a m p l e t o t h e c a r b o n c o l u m n s , c h a n n e l fi l l r a t e , a n d u s e o f
s a m p l e p r i m e c a n b e a d j u s t e d i n t h e c o n t r o l p a n e l u s i n g t h e a r r o w k e y s a ft e r s e l e c t i n g t h e c h a n n e l i n u s e
a n d p r e s s i n g t h e k e y s
"
S A M PL E " a n d " M EN U . "
P r o g r a m u s e d f o r s a m p le c h a n n e l s ( 1 - 4 ) :
S a m p l e v o l u m e : 10 0 m L
A d s o r p t i o n r a t e : 2 m L /m i n .
F i l l r a t e : S l o w (33 m L /m i n )
S a m p l e p r im e : N O
P r i m i n g v o lu m e : 0 m L
P r o g r a m u s e d i n t h e n i t r a t e c h a n n e l f o r n it r a t e w a s h :
S a m p l e v o l u m e : 2 m L
A d s o r p t i o n r a t e : 1 m L /m i n
B e f o r e s a m p l e a d s o r p t i o n , m a k e s u r e t h a t t h e p r e v io u s u s e r r i n s e d t h e s a m p l e c h a n n e l s w it h
L GW T h is in f o r m a t i o n s h o u l d b e w r i t t e n in t h e T O X l o g b o o k L a b e l t h e c a r b o n c o l u m n s a p p r o p r ia t e l y .
T o l o a d t h e s a m p l e s i n t h e c h a n n e l s , c h o o s e o n e o f t h e c h a n n e l s ( 1 - 4 ) k e y s , p r e s s t h e
"
S T A R T /S T O P
"




A ft e r t h e d e s ir e d v o l u m e o f s a m p l e i s i n t h e c h a n n e l , t h e s c r e e n w i l l d i sp l a y t h e m e s s a g e
"
C o n n e c t
c o l u m n s ( t h e n p r e s s O K )
"
D i s c o n n e c t t h e fi l l t u b e
, p ie r c e t h e e n d c a p s o f t w o g l a s s c a r b o n c o lu m n s , c o n n e c t t h e c o l u m n s i n
s e r i e s u s in g a c o n n e c t o r (F i g u r e l b ) , a n d p r e s s t h e
"
O K " k e y T h e a q u e o u s s a m p l e i s t h e n p a s s e d t h r o u g h
t h e t w o c a r b o n c o l u m n s , a t o p c o l u m n a n d a b o t t o m c o lu m n f o r b r e a k t h r o u g h , c o n n e c t e d in s e r i e s a t a
fl o w r a t e t h a t p e r m it s c o m p l e t e a d s o r p t i o n o f t h e o r g a n i c h a l o g e n s T h e s a m p l e w i l l d r ip o u t a t t h e e n d o f




* i i »
F i g u r e 1 : A d s o r p t i o n m o d u l e ; a ) S am p le lo a d i n g c o n n e c t i o n ; b ) C o l u m n c o n n e c t i o n .
W h e n t h e r u n i s c o m p l e t e , d i s c o n n e c t t h e s a m p l e c o l u m n s f r o m t h e a d s o r p t i o n m o d u l e . M i n i m i z e
t h e i r c o n t a c t w i t h t h e a i r b y w r a p p i n g a l u m i n u m f o i l a r o u n d b o t h e n d s o f e a c h c o l u m n . K e e p t h e s a m p l e
c o l u m n s u p r i g h t in a b e a k e r c o v e r e d w it h a l u m i n u m f o i l .
T o r e m o v e i n o r g a n i c c h l o r i d e i o n s , t h e s a m p l e s m u s t b e r i n s e d w i t h a n it r a t e w a s h C o n n e c t t h e
t o p c o lu m n t o t h e n it r a t e w a s h c h a n n e l a n d w a s h t h e c o l u m n w i t h 2 m L o f t h e n it r a t e w a s h s o l u t i o n
( 5 , 0 0 0 m g N O j
'
/ L K N O 3) a t a r a t e o f I m L / m i n . D o t h e s a m e f o r t h e b o t t o m c o lu m n I f t h e s a m p l e
c o l u m n s a r e n o t r e a d y t o b e a n a l y z e d o n t h e D X - 2 0 00 O r g a n i c H a l i d e A n a ly z e r , c o v e r t h e e n d s o f t h e
c o l u m n s w it h a l u m i n u m f o i l a g a i n a n d s t o r e in a b e a k e r c o v e r e d w it h f o i l F o r s a m p l e c o l u m n s t h a t a r e
r e a d y t o b e a n a ly z e d , t r a n s f e r t h e m t o t h e D X
- 2 0 00 O r g a n i c H a l id e A n a l y z e r
T h r o u g h o u t t h e e n t i r e s a m p l e a d s o r p t i o n p r o c e s s , t w o n it r a t e b l a n k s m u s t b e m a d e , e a c h b l a n k i n
a s i n g le c o l u m n , t y p i c a l ly a t t h e b e g in n i n g a n d a t t h e e n d o f t h e a d s o r p t i o n p r o c e s s
D X - 2 00 0 O r g a n i c H a l id e A n a ly z e r I n s t r u m e n t P r ep a r a t i o n
B e f o r e u s i n g t h e D X - 2 0 00 O r g a n i c H a l id e A n a ly z e r m o d u l e f o r s a m p l e a n a l y s i s , m a k e s u r e t h a t
t h e g a s s u p p l ie s , o x y g e n f o r c o m b u s t i o n a n d h e li u m a s c a r r i e r g a s , a r e e n o u g h . D o n o t u s e t h e i n s t r u m e n t
i f t h e p r e s s u r e o f b o t h g a s e s i s a t 5 0 0 p s i o r l o w e r C h a n g e g a s t a n k s w h e n p r e s s u r e o f t h e g a s t a n k s
r e a c h e s 5 00 p s i .
U s e l a b o r a t o r y c o a t a n d g l o v e s d u r i n g a l l t h e p r o c e d u r e a n d la b o r a t o r y g o g g l e s w h e n e v e r
h a n d li n g a c id s .
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C « i l A l l p
l i a »
S c r u bb s i to c « l l
t r a n « t » r l i n «
C M I n c c k
E l« t : < r ( i * y 1 i s
o « y i l » i i i im M n u m
0 » n * r w to r
A i i i n u n r t M c i n x H
F u m « t r a p tu b *
MM f u irw It w
S fo p c a c k v w l v »
S im i ira y
F i g u r e 2 : T h e t i t r a t i o n c e l l p a r t s .
S c r u b b e r v i a l
W h e n t h e i n s t r u m e n t i s n o t w o r k i n g , t h e s c r u b b e r s h o u ld a lw a y s b e d is c o n n e c t e d f r o m t h e
c o m b u st i o n t u b e T o c h a n g e t h e a c i d i n t h e s c r u b b e r v i a l , p o u r t h e o l d a c i d in t o a n a c i d w a s t e c o n t a i n e r .
A d d f r e s h 80% H 2 SO 4 t o t h e m a r k e d l in e o n t h e s c r u b b e r v i a l T h i s a c i d s h o u ld b e c h a n g e d w e e k l y
S p i l l T r a y & A c i d F u m e T r a p
C h a n g e t h e s o d i u m b ic a r b o n a t e i n t h e s p i l l t r a y a ft e r m a k in g s u r e t h a t t h e a c id i s n e u t r a l i z e d . I f
a c i d i s s t i l l p r e s e n t i n t h e t r a y , u s e m o r e s o d i u m b i c a r b o n a t e t o n e u t r a l i z e i t , a n d t h e n e m p t y t h e t r a y in t o
a l u m i n u m f o i l a n d em p t y t h e c o n t e n t s in t h e g a r b a g e B e f o r e t h r o w in g i t i n t h e g a r b a g e , b e s u r e t h a t n o
a c e t i c a c i d s m e l l c a n b e d e t e c t e d K e e p i t i n t h e h o o d u n t i l t h i s c o n d i t i o n i s m e t
A ft e r r i n s i n g t h e t r a y w i t h t a p w a t e r a n d d r y i n g it , fi l l it t o a b o u t 1/ 3 w i t h s o d i u m b i c a r b o n a t e t o
n e u t r a l iz e c e l l e le c t r o l y t e Em p t y t h e a c id f u m e t r a p c o n t e n t s in t h e s i n k , r i n s e i t w i t h L G W a n d i n s e rt
s o d i u m b i c a r b o n a t e t o a b o u t 1/ 4 f u l l a n d L G W t o a b o u t 1/ 2 f u l l a s s h o w n i n F i g u r e 3 .
n n a x i C H
( M M iw d i t i a X i
Ad d Fu m e T m p
F i g u r e 3 : A c i d f u m e t r a p
C o u l o m e t r i c C e l l
C h a n g e a c i d in t h e c e l l b y r e m o v i n g t h e c e l l fi l l p lu g s , o p e n in g t h e st o p c o c k v a l v e t o d r a in t h e
a c id f r o m t h e c e l l t o t h e s p i l l t r a y , c l o s i n g t h e v a l v e , a n d fi l l i n g t h e c e l l t o t h e c e l l n e c k w it h f r e s h 70 %
a c e t i c a c i d
C h e c k i f t h e r e f e r e n c e e l e c t r o d e (F ig u r e 4 ) h a s b u b b l e s .
164
« » »« ) *
i> (im w W (
s f um n fl
C h e c k t o r
b u b b l e s
F i g u r e 4 : R e f e r e n c e e l e c t r o d e
D o n o t r em o v e t h e m e t a l r e f e r e n c e e l e c t r o d e f r o m t h e r e f e r e n c e e l e c t r o d e a s s e m b ly P r o b l e m s in
o b t a i n in g a s t a b l e b a s e l in e a r e l i k e l y t o o c c u r if t h e m e t a l r e f e r e n c e e l e c t r o d e i s m o v e d a s it c o n n e c t s t o
t h e s i l v e r a c e t a t e r e a g e n t .
I f t h e r e a r e b u b b l e s p r e s e n t in t h e r e f e r e n c e e l e c t r o d e , r e m o v e i t f r o m t h e c e l l a n d t a k e i t t o a
h o o d w it h a m o v i n g w i n d o w t h a t w i l l p r o t e c t y o u f r o m a p o s s i b l e s p i l l . R e m o v e t h e s i d e - o p e n in g p l u g
a n d i n s e r t a s y r i n g e fi l l e d w i t h 7 0 % a c e t i c a c i d i n t h e s i d e o p e n i n g W it h t h e p a r t o f t h e r e f e r e n c e
e l e c t r o d e t h a t c o n t a in s s i l v e r a c e t a t e f a c in g d o w n , s l o w l y i n j e c t t h e a c id f r o m t h e s y r i n g e t o t h e e l e c t r o d e .
R e p e a t t h i s p r o c e d u r e t h r e e t i m e s m a k in g s u r e t h a t a l l t h e b u b b l e s a r e r em o v e d b y m o v i n g t h e e l e c t r o d e .
B e c a r e f u l w h e n d o i n g t h i s st e p , a s t h e s y r in g e c a n su d d e n ly d e t a c h f r o m t h e s i d e o p e n i n g a n d
r e l e a s e a c e t i c a c i d .
D X - 2 00 0 O r g a n i c H a l i d e A n a l y z e r S e t t i n g s
T o b e g i n s am p l e a n a ly s i s i n t h e c o m p u t e r p r o g r am , c h o o s e t h e i c o n
"
A O X / T O X by C o l u m n
"
a n d
c l i c k
"
O K
" M a k e s u r e t h a t t h e g a s t a n k v a lv e s a r e o p e n a n d t h a t t h e a c e t i c a c i d i n t h e c o u l o m e t r i c
c e l l a n d H 2 SO 4 i n t h e s c r u b b e r v i a l a r e b u b b li n g v ig o r o u s ly .
• G a s & T em p e r a t u r e Se t t i n g s
I n t h e " S y s t e m S e t u p
" m e n u b a r c li c k " O p e n
"
a n d t u r n t h e s y s t e m t o a
" R e a d y
"
p o s i t i o n
t h a t w i l l t u r n o n t h e g a s fl o w a n d i n c r e a s e t h e f u r n a c e t em p e r a t u r e t o 8 50
°
C f r o m i t s s t a n d b y
t e m p e r a t u r e o f 5 5 0
°
C i n i n c r e m e n t s o f 5 0
°
C . W h e n t h e t e m p e r a t u r e r e a c h e s t h e d e s ir e d r e a d y
m o d e t e m p e r a t u r e , a n o r a n g e l i g h t in t h e t e m p e r a t u r e c o n t r o l p a n e l i n d i c a t o r w i l l a p p e a r i n t h e
"
R e a d y
"
li g h t .
C o n n e c t t h e s c r u b b e r v i a l t o t h e c o m b u st i o n t u b e a n d c l o s e t h e i n j e c t i o n p o r t l i d . I n t h e
f r o n t p a n e l c h e c k t h a t t h e g a s fl o w f o r o x y g e n i s a r o u n d 50 m L / m in a n d h e l i u m i s a r o u n d 2 5
m L / m in . A d j u s t t h e fl o w u p a n d d o w n b y t u r n i n g t h e k n o b s , i f n e c e s s a r y .
• B a s e l i n e M o n i t o r
S e l e c t i n t h e
"
Sy s t e m C h e c k s
"
m e n u t h e
"
b a s e l i n e m o n i t o r
"
o p t i o n a n d w a it f o r a b o u t 1 5
m i n u t e s u n t i l t h e b a s e l in e i s st a b le T h e v o lt a g e r e a d i n g s h o u l d b e h ig h e r t h a n 2 5 0 V . I f t h e
v o lt a g e r e a d i n g i s l o w e r t h a n 2 50 V , fl u s h th e c e l l w i t h f r e s h 7 0% a c e t i c a c i d , o r i n j e c t 5 )a ,L o f
t h e 2 00 n g C 1/ |l i L N a C l s o l u t i o n u n t i l t h e d e s i r e d v o lt a g e v a l u e i s o b t a i n e d .
I n t h e
"
Sy s t e m S e t u p
"
m e n u b a r c l ic k
"
O p e n
"




p o s i t i o n . I n
t h e
"
Sy s t e m C h e c k s
"
m e n u , c h o o s e a g a i n t h e
" B a s e l in e M o n it o r " o p t i o n a n d w a i t u n t i l t h e
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b a s e l in e is s t a b l e . I f y o u w i s h t o s e e t h e c u r r e n t i n s t e a d o f t h e v o l t a g e r e a d in g , s e l e c t i n t h e
" O p t i o n s
" m e n u t h e
"
G r a p h M o d e
"
o p t io n o f y o u r c h o i c e . B o t h c u r r e n t a n d v o l t a g e w i l l a lw a y s
b e d i sp l a y e d i n t h e b o t t o m o f t h e c o m p u t e r s c r e e n .
• C e l l C h e c k
T o v e r i f y t h a t t h e c e l l i s w o r k i n g p r o p e r ly , in j e c t a 5 JJ .L o f a 2 0 0 n g C l/ )a L N a C l s o lu t i o n
a n d c h e c k t h e r e c o v e r y o b t a i n e d .
h i t h e
"
S y s t e m C h e c k s
" m e n u c h o o s e t h e " C e l l C h e c k " o p t i o n a n d fi l l t h e
"
R u n I n f o "
m e n u w it h t h e i n f o r m a t i o n o f t h e s o l u t i o n i n j e c t e d . B e f o r e p r e s s i n g t h e
"
S t a r t
"
k e y h a v e t h e
s y r i n g e r e a d y f o r t h e i n j e c t i o n . P r e s s
"
S t a r t ,
"
w a i t f o r a m e s s a g e s a y in g ,
"




r e m o v e t h e w h i t e c e l l f i l l p lu g (F i g u r e 2 ) f r o m m a in c e l l c a p , i n j e c t t h e d e s i r e d v o l u m e in t o
t h e t it r a t io n c e l l a n d c li c k " O K .
"
I f t h e r e s u lt i n g p e r c e n t a g e r e c o v e r y i s b e t w e e n 9 0
- 1 10 %
,
t h e n t h e c e l l i s w o r k i n g
p r o p e r l y . P e r f o r m t h i s c h e c k t h r e e t i m e s f o r c o n s i st e n t r e s u l t s .
• C l e a n B o a t
B e f o r e a n a ly z i n g t h e s a m p le s , t h e b o a t h a s t o b e c le a n e d . S e l e c t t h e
"
C l e a n B o a t
"
o p t i o n i n
t h e " Sy s t e m C h e c k s
" m e n u .
• C o m b u s t i o n C h e c k
T o v e r i f y t h e f u r n a c e p e r f o r m a n c e , in j e c t 2 }J ,L o f a 5 0 0 n g / )j L 2 , 4 , 6 - t r i c h lo r o p h e n o l
(T C P ) s o lu t i o n i n t o t h e b o a t o n t o p o f a s c o o p o f d r y G A C a n d c h e c k t h e r e c o v e r y o b t a i n e d
C a r e f u l l y p l a c e a s c o o p o f d r y G A C in t h e b o a t a n d c l o s e t h e l i d t i g h t l y I n t h e
"
S y s t e m
C h e c k s
"
m e n u c h o o s e t h e
"
C o m b u s t i o n Ch e c k
"
o p t i o n , f i l l t h e
"
R u n I n f o
"
m e n u w it h t h e
in f o r m a t i o n o f t h e s o lu t i o n i n j e c t e d B e f o r e p r e s s i n g t h e
"
S t a r t
" k e y h a v e t h e sy r i n g e r e a d y f o r
t h e in j e c t i o n P r e s s
" St a r t
"
,
w a i t f o r a m e s s a g e s a y i n g ,
" I n j e c t t o b o a t t h e n p r e s s O K
"
,
c a r e f u l ly




M a k e s u r e t h a t t h e f u r n a c e i s c o m p le t e l y p y r o l y z i n g t h e c a r b o n : f r e s h c a r b o n i s b l a c k ,
w h i l e p y r o l iz e d c a r b o n i s a l i g h t o r a n g e c o l o r . I f t h e c a r b o n i s n o t c o m p l e t e ly p y r o l i z i n g , c h e c k
f o r g a s l e a k s T h e l id a b o v e t h e b o a t s h o u l d b e s e a l e d t i g h t l y . 9 0
- 1 1 0% r e c o v e r y o f t h e T C P
s o l u t i o n i n d ic a t e s g o o d r e c o v e r y . P e r f o r m t h i s c h e c k t h r e e t im e s f o r c o n s i s t e n t r e s u l t s . R e m o v e
t h e p y r o l i z e d c a r b o n f r o m t h e b o a t u s i n g a v a c u u m t u b e a t t a c h e d t o a t r a p P e r f o r m t h i s c h e c k
d u r i n g a n a l y s i s o f s a m p l e s t o v e r i f y t h e f u r n a c e
'
s p e r f o r m a n c e .
• S a m p l e A n a l y s i s
R e m o v e t h e p l a s t i c e n d c a p s f r o m t h e s am p le c o l u m n . O p e n t h e i n j e c t i o n p o r t l i d a n d u s e
t h e T - s h a p e d e j e c t o r t o o l t o i n j e c t t h e s a m p l e - a d s o r b e d c a r b o n i n t o t h e g l a s s b o a t . B e c a r ef u l t o
n o t t o u c h t h e b o a t w i t h t h e t o o l , a s t h e b o a t is e x t r e m e ly f r a g i l e . C l o s e t he l i d a n d m a k e s u r e t ha t
t h e s e a l i s t i g h t b y c h e c k i n g t h e b u bb l i n g i n t h e t i t r a t i o n c e ll a n d t h e s c r u b b e r v i a l




m e n u
,
s e l e c t " M a n u a l R u n . " S e le c t t h e t y p e o f s am p l e (b la n k , s am p l e ,
s t a n d a r d ) N e x t s e l e c t c o m m o n r u n p a r a m e t e r s : p r i n t r e s u l t s , e n t e r c o m m e n t s , s a m p l e I D n a m e ,
a n d e n t e r a d s o r p t i o n v o l u m e . S e l e c t t h e c o l u m n p a r a m e t e r s f o r t h e t y p e o f s a m p l e ( s am p le , b la n k ,
s t a n d a r d ) t o b e a n a l y z e d : t o p / b o t t o m c o l u m n , b l a n k v a l u e , d i l u t i o n f a c t o r , s t a n d a r d c o n c e n t r a t i o n
i f t h e s a m p l e i s a s t a n d a r d , n it r a t e i f t h e s a m p l e i s a n i t r a t e b l a n k V e r i fy t h a t t h e i n f o r m a t i o n i s




t o s a v e a n d
"
St a r t R u n
"
w h e n r e a d y t o r u n t h e a n a ly s i s A g r a p h o f v o l t a g e
(o r a m p e r e s ) v s t i m e i n s e c o n d s w i l l a p p e a r o n t h e c o m p u t e r s c r e e n d u r i n g t h e a n a l y s i s . W h e n
t h e s a m p l e h a s fi n i s h e d u n d e r g o i n g c o m b u s t i o n , t h e c o m p u t e r w i l l o u t p u t a r a w T O X v a l u e i n
"
|x g C I
"
V a c u u m t h e b o a t o n c e a n a l y s i s i s o v e r . R e p e a t t h e p r o c e d u r e f o r o t h e r s a m p l e s .
1 6 6
• T O X M e a s u r e m e n t s
T h e f o l l o w i n g e x p r e s s i o n s c a n b e u s e d t o d e t e r m i n e t h e T O X c o n c e n t r a t i o n i n m g C l/ L a n d
t h e b r e a k t h r o u g h p e r c e n t a g e , w h i c h s h o u l d b e l o w e r t h a n 10 % A n a v e r a g e o f th e n i t r a t e b l a n k
v a lu e s s h o u l d b e u s e d a s " b l a n k " i n t h e e x p r e s s i o n s b e l o w
/ , \
( t o p + b o t t o m ) - (2 X b l a n k )
F i n a l r e s u l t i i x g C l l L ) = - ^ — ^̂ -
A d s o r p t i o n V o l u m e
i n t \ [b o t t o m - b l a n k ) x 10 0
B r e a k t h r o u g h \ % ) = - , — ^ — - r
[ t o p + b o t t o m - (2 X b la n k ))
S y s t e m S h u t d o w n a n d P o w e r O f f
T o m a x im iz e s y s t e m r e l i a b i l i ty a n d m i n i m i z e d o w n t i m e , d o n o t t u r n o f f th e s y s t e m p o w e r e v e r y
d a y I n s t e a d , s e t t h e s y s t e m to t h e
"
S t a n d b y
"
o p e r a t in g m o d e P o w e r s h o u l d o n ly b e t u r n e d o f f w h e n :
• T h e s y s t e m w i l l n o t b e u s e d f o r a n e x t e n d e d p e r i o d o f t i m e
• D i r e c t e d t o d o s o d u r i n g m a in t e n a n c e a n d p a r t s r e p l a c em e n t , e t c .
S h u t d o w n
F i r s t c h e c k t h a t th e r e a r e n o r u n s i n p r o g r e s s N e x t , c l e a n t h e b o a t a s n e c e s s a r y . S e t t h e s y s t e m
i n t o S t a n d b y m o d e Sw i t c h o f f t h e v a l v e s o n t h e g a s e s
P o w e r O f f
T h e s y s t e m s h o u l d o n ly b e t u r n e d o f f i f i t i s n o t b e in g u s e d f o r a n e x t e n d e d p e r i o d o f t i m e , in
e m e r g e n c i e s , o r f o r m a i n t e n a n c e F i r s t , c l e a n th e b o a t a s n e c e s s a r y S e t t h e s y s t e m to S t a n d b y T u rn o f f
o p e r a t i n g p o w e r b y p e r f o r m in g t h e P o w e r O n s t e p s i n t h e r e v e r s e o r d e r
Q u a l i t y A s s u r a n c e / Q u a l i t y C o n t r o l
C e l l & C o m b u s t i o n Ch e c k R e c o v e r i e s
T o e n s u r e t h e v a l i d i t y o f t h e d a t a c o l l e c t e d , i t i s e x t r e m e ly i m p o r t a n t t o p e r f o r m c e l l c h e c k s a n d
c o m b u s t i o n c h e c k s b e f o r e a n a l y s i s a n d s p o r a d ic a l ly du r in g t h e s a m p le a n a ly s i s p r o c e s s I f t h e r e c o v e r i e s
o b t a i n e d r a n g e b e t w e e n 9 0 - 1 1 0 % t h e s y s t e m i s b e i n g e f f e c ti v e in t h e d e t e r m i n a t i o n o f th e t o t a l o r g a n i c
h a l id e c o n t e n t o f t h e s am p l e s
H a lo a c e t i c A c i d s & T r ih a l o m e th a n e s R e c o v e r i e s (f r o m Va n e s s a P e r e i r a , M SE E 2 00 1)
S t a n d a r d h a l o a c e t ic a c i d s (H A A ) a n d t r ih a l o m e th a n e (T H M ) s o l u t i o n s w e r e a n a l y z e d u s i n g t h e
a b s o r p t io n m o d u l e a n d t h e D X - 2 0 0 0 O r g a n i c H a l i d e A n a l y z e r t o m e a s u r e t h e i r T O X c o n t e n t T h e p e r c e n t
r e c o v e r i e s o b t a i n e d w i t h t h i s i n s tr u m e n t c a n b e f o u n d i n T a b l e I T h e c e l l c h e c k r e c o v e r y o b t a i n e d w a s
1 0 7 % a n d t h e c o m b u s t i o n c h e c k r e c o v e r y w a s 9 6 % w h e n t h e s e t e s t s w e r e p e r f o r m e d
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T a b l e I : P e r c e n t r e c o v e r i e s o b t a i n e d i n t h e a n a ly s e s o f s t a n d a r d c o n c e n t r a t i o n s p r e p a r e d o f t h e H A A a n d
T H M i n d i v id u a l s p e c i e s ( [ s t d ] )
S a m p l e I D [s t d ] (m g / L ) [ s t d ] (m g a s C l / L ) F i n a l r e s u l t (m g C l / L ) R e c o v e r y (% )
H A A
c h l o r o a c e t i c a c id
d i c h l o r o a c e t i c a c i d
t r i c h l o r o a c e t i c a c i d
d i b r o m o a c e t i c a c i d
b r o m o c h l o r o a c e t i c a c i d
b r o m o a c e t i c a c i d
b r o m o d ic h l o r o a c e t i c a c i d
t r i b r o m o a c e t i c a c i d






































c h lo r o f o r m
b r o m o d i c h l o r o m e t h a n e
d i b r om o c h l o r o m e t h a n e

















T h e c o n v e r s i o n o f [i g / L t o ^ . g a s C l / L i s b a s e d o n t h e m o le c u l a r w e i g h t o f th e c o m p o u n d a n d in
t h e C I a n d B r c o n t e n t a s s h o w n in t h e f o ll o w i n g e x p r e s s io n :
[ s t d ] {t ^g a s C l / L ) = [s t d ] (̂ g / L ) .
^ ^ (̂ ^^
H s t d ] (j ^g / L ).
^ ' ^̂ ' ^
x ^^ ,M r { c o mp o u n d ) M r { c o mp o u n d ) M r \ B r )
T o i d e n t i f y i f t h e l o w r e c o v e r i e s o b t a i n e d i n t h e T H M s t a n d a r d s o lu t i o n s w e r e d u e t o w e a k
a d s o r p ti o n i n t o t h e c a r b o n c o lu m n s , a d i r e c t in j e c t io n o f b r o m o f o r m w a s m a d e i n t h e b o a t T h e p e r c e n t
r e c o v e r y o b t a i n e d w a s 6 9 9 % in d i c a t i n g t h a t th e l o w p e r c e n t r e c o v e r i e s o b t a in e d a r e n o t e x p l a i n a b l e b y a
w e a k a d s o r p t i o n o n t o t h e c a r b o n c o l u m n s
1 6 8
8 . D . T o t a l O r g a n i c C h l o r i d e (T O C l ) a n d T o t a l O r g a n i c B r o m i d e (T O B r ) D e t e c t i o n o n t h e
D i o n e x I o n C h r o m a t o g r a p h
U s e l a b o r a t o r y c o a t , g l o v e s , c l o s e
- t o e d s h o e s , a n d g o gg le s d u r i n g t h e e n t i r e p r o c e d u r e .
I n s t r u m e n t a t i o n
1) D io n e x I o n C h r o m a t o g r a p h
C o n d u c t i v i t y D e t e c t o r , Se r i a l # 9 1 10 03E 9 30 30 2 X T C : u s e s a D i o n e x A S M a n a ly t i c a l c o l u m n , a
D io n e x A G 4 g u a r d c o lu m n , 2 5 0 |a L s a m p l e v o l u m e , D i o n e x A M M S I I I - 4m m i o n su p p r e s s o r
G r a d i e n t P u m p : s e t t o u s e 10 0% o f e l u a n t a t l . Om L /m i n u t e
E l u e n t G a s M o d u l e : u s e s a m o b i le p h a s e ( e l u a n t ) a t 3 5 m M s o d i u m c a r b o n a t e & l . Om M s o d i u m
b i c a r b o n a t e
R e g e n e r a n t P u m p : u s e s 2 5m N H 2 SO 4 a t
~ 2m L /m i n u t e
2 ) A d s o r p t i o n M o d u le (T e k m a r - D o h r m a n n )
M o d e l : A D - 2 00 0 A ds o r p t i o n M o d u l e
M o d e l n ° : 8 9 0 - 1 6 1
S e r ia l n
°
: 9 9 29 2 00 9
F o r l OOm L s a m p l e s i z e : R a n g e : 4
- 10 00 |j g A O X /L ; P r e c i si o n : ± 2 [j g / L o r ± 2%
3 ) O r g a n i c H a l i d e A n a ly z e r
M o d e l : D X - 2 00 0 O r g a n i c H a l i d e A n a ly z e r
M o d e l n
°
: 8 9 0 - 16 2
Se r i a l n
°
: 9 9 292 0 09
F o r l OOm L s a m p l e s i z e : R a n g e : 4
- l OOOp g T O X /L ; P r e c i s i o n : + 2 |i g / L o r ± 2%
F o r l Om L s a m p l e s i z e : R a n g e : 4 0
- 1 0
,
0 0 0 |a g T O X / L ; P r e c i s io n : + 2 0 |Li g / L o r ± 2%
H e a t in g t a p e m u s t b e a t t a c h e d a r o u n d t h e a r e a w h e r e t h e g l a s s c o m b u s t i o n t u b e i s e x p o s e d t o t h e a i r .
T h e t a p e s h o u l d h e a t a b o v e 1 00
° C s o t h a t t h e v a p o r s f r o m py r o l i z in g t h e s a m p l e d o n o t c o n d e n s e o n
t h e g l a s s .
4 ) So ft w a r e
I o n C h r o m a t o g r a p h : D i o n e x P e a k N e t C o p y r i g h t 19 92
- 2 0 0 1
,
V e r s i o n 5 1
A O X /T O X b y C o l u m n : C o p y r i g h t 19 93 - 19 9 6 R o s e m o u n t D o h rm a n n D i v i s io n , V e r s i o n 2 10
I o n C h r o m a t o g r a p h (I C) R e a g e n t s
L a b g r a d e w a t e r (L G W , d e i o n i z e d w a t e r )
3 . 5mM S o d i u m c a r b o n a t e ( a n h y d r o u s , g r a n u l a r , A C S G r a d e , M a l l i n c k r o d t )
l . Om M S o d i u m b i c a r b o n a t e (A C S G r a d e , M a l l i n c k r o d t )
C o n c e n t r a t e d H 2 SO 4 (A C S P l u s G r a d e , F i s h e r Sc i e n t i f i c )
N a C l (A C S G r a d e , F i s h e r Sc ie n t i f i c )
N a B r (A C S G r a d e , F is h e r S c i e n t if i c )
M e t h a n o l ( h a l o g e n f r e e , h i g h e s t p u r it y , L C M S G r a d e , F i s h e r Sc i e n t i f i c )
H e l i u m
,
9 9 . 9 + % p u r i t y , 2 2 0 ft
^
4 7m m & 0 . 4 5 (am m e m b r a n e fi l t e r ( h y d r o p h i l i c p o ly e t h e r s u l f o n e , G e l m a n S c i e n c e s / P a l l C o r p . )
T O X R e a g e n t s
• L a b g r a d e w a t e r (L G W , d e i o n i z e d w a t e r )
16 9
7 0 % by w t A c e t i c A c i d (G l a c i a l , F is h e r S c ie n t i f i c ) in L GW
80% H 2 SO 4 (A C S P l u s G r a d e , F i s h e r S c i e n t i f i c ) i n L G W
C o n c e n t r a t e d H 2 SO 4 (A C S P l u s G r a d e , F i s h e r S c i e n t i fi c )
4 0m g /m L N a 2 S0 3 (a n h y d r o u s , A C S G r a d e , F i s h e r S c i e n t i fi c ) i n L G W
5
,
0 0 0 m g N O j V L o f K N O 3 (A C S G r a d e , F i s h e r S c ie n t i fi c ) i n L G W
2 00 n g C l/ î L o f N aC l (A C S G r a d e , F i s h e r Sc ie n t ifi c ) in L G W
5 00 n g C l/ |a L 2 , 4 , 6 - T r i c h lo r o p h e n o l ( 9 8 % , A l d r i c h ) i n h i g h p u r i t y m e t h a n o l
So d i u m b i c a r b o n a t e ( I n d u s t r ia l g r a d e , F i sh e r Sc i e n t i fi c )
P e n t a c h l o r o a c e t o n e ( 8 5% PW , A l d r i c h )
( + ) l , 2 - d i b r o m o p r o p a n e (9 7% , A l d r ic h )
M e t h a n o l (h a l o g e n f r e e , h i g h e s t p u r i t y , L C M S G r a d e , F i s h e r S c i e n t i fi c )
D r y G A C ( 100 - 2 0 0 m e s h G A C , < 1 0 p g / 4 0 m g , R o s e m o u n t D o h r m a n n )
G l a s s - p a c k e d C a r b o n C o l u m n s 2m m ID (C P I I n t e r n a t i o n a l )
H e l i u m
,
9 9 . 9 + % p u r it y , 2 2 0 ft
^
O x y g e n , 9 9 % p u r it y , 2 2 0 ft
^
S a m p l e C o l l e c t i o n & D e c h l o r i n a t i o n
S a m p l e s f o r T O C l/ T O B r a n a l y s i s s h o u l d b e c o l l e c t e d i n 12 5 m L o r 2 50m L a m b e r b o t t l e s w i t h
o p e n
- t o p P T F E
- l i n e d s e p t a . T o q u e n c h a b o u t 3m g/ L o f fi e e c h l o r i n e , 4 0 |u L o f a 4 0m g /m L s o l u t i o n o f
s o d i u m s u l fi t e (N a 2 S 0 3) s h o u l d b e a d d e d t o t h e s a m p l e b o t t l e s p r i o r t o c o l l e c t i n g t h e s a m p l e s .
B e f o r e c o l l e c t i n g s a m p le s , t h e s am p le t a p s h o u ld b e o p e n e d a n d a l l o w e d t o r u n t o w a st e f o r 2
- 3
m i n u t e s T h e fl o w s h o u l d t h e n b e r e d u c e d
,
t h e b o t t l e p l a c e d a t a s l a n t a n d t h e w a t e r a l l o w e d t o r u n d o w n
t h e s i d e . W h e n t h e b o t t l e i s a l m o s t f u l l , c a p t h e b o t t le w it h t h e t e fl o n s i d e o f t h e l i n e r f a c i n g in w a r d s .
I n v e r t t h e b o t t l e t o m i x a n d t h e n o p e n t h e c a p a n d c o m p l e t e ly fi l l so t h a t n o a i r b u b b le s r em a i n . I n v e r t t o
c o n f i r m a b s e n c e o f a ir .
A ft e r c o ll e c t io n , s a m p l e s sh o u ld b e k e p t i n a r e f r i g e r a t o r a t 4
°
C u n t i l a n a l y s i s , w h i c h s h o u l d t a k e
p l a c e w it h in 14 d a y s o f c o l l e c t i o n
S a m p l e P r e - T r e a t m e n t
B e f o r e t h e a n a ly s i s , a l l o w s am p l e b o t t l e s t o a c h i e v e r o o m t e m p e r a t u r e T h e n , a d d 2 5 d r o p s o f
c o n c e n t r a t e d s u l fi i r ic a c i d (A . C . S . P l u s ) t o t h e 1 2 5m L s a m p l e s , o r 5 0 d r o p s t o 2 5 0m L b o t t l e s , w i t h a g l a s s
P a st e u r p i p e t t e
S a m p l e P r e p a r a t i o n - A d s o r p t i o n
T h e s a m p l e v o l u m e , a d s o r p t io n r a t e o f s a m p l e t o t h e c a r b o n c o l u m n s , c h a n n e l fi l l r a t e , a n d u s e o f
s am p le p r i m e c a n b e a dj u s t e d in t h e c o n t r o l p a n e l u s in g t h e a r r o w k e y s a ft e r s e l e c t i n g t h e c h a n n e l in u s e
a n d p r e s s i n g t h e k e y s
"
S A M PL E " a n d " M EN U . "
P r o g r a m u s e d f o r s a m p l e c h a n n e l s ( 1 - 4 ) :
S am p l e v o l u m e : 5 0m L
A d s o r p t io n r a t e : 2 m L / m i n
F i l l r a t e : Sl o w (33 m L /m i n )
Sa m p l e p r i m e : N O
P r i m in g v o l u m e : Om L
P r o g r a m u s e d i n t h e n i t r a t e c h a n n e l f o r n i t r a t e w a s h :
Sa m p l e v o lu m e : 2 m L
A d s o r p t i o n r a t e : I m L / m in
B e f o r e s a m p l e a d s o r p t i o n , m a k e s u r e t h a t t h e p r e v i o u s u s e r r i n s e d t h e s a m p l e c h a n n e l s w i t h
17 0
L G W . T h i s i n f o r m a t i o n s h o u l d b e w r it e n i n t h e T O X l o g b o o k L a b e l t h e c a r b o n c o l u m n s a p p r o p r i a t e l y
T o l o a d t h e s a m p l e s i n t h e c h a n n e l s , c h o o s e o n e o f t h e c h a n n e l s ( 1- 4 ) k e y s , p r e s s t h e
"
ST A R T /S T O P
" k e y , c o n n e c t t h e s a m p le t o t h e c h a n n e l u s in g o n e o f t h e fi l l t u b e s (F i g u r e l a ) a n d p r e s s
" O K .
"
A ft e r t h e d e s i r e d v o l u m e o f s a m p l e i s in t h e c h a n n e l , t h e s c r e e n w i l l d i s p l a y t h e m e s s a g e
" C o n n e c t
c o l u m n s ( t h e n p r e s s O K ) .
"
D i s c o n n e c t t h e fi l l t u b e , p i e r c e t h e e n d c a p s o f t w o g l a s s c a r b o n c o l u m n s , c o n n e c t t h e c o l u m n s in




k e y . T h e a q u e o u s s am p l e i s t h e n p a s s e d t h r o u g h
t h e t w o c a r b o n c o l u m n s
,
a t o p c o lu m n a n d a b o t o m c o lu m n f o r b r e a k t h r o u g h , c o n n e c t e d i n s e r i e s a t a
fl o w r a t e t h a t p e r m i t s c o m p l e t e a d s o r p t i o n o f t h e o r g a n ic h a l o g e n s . T h e s a m p l e w i l l d r ip o u t a t t h e e n d o f
t h e b o t o m c a r b o n c o lu m n . C o l l e c t t h i s w a st e i n a b e a k e r . W a t e r s a m p l e s m a y b e d i s c a r d e d in t h e d r a i n .
- K P > . a i « T V J t i £ 5
'j i H)fc « HJ f ti i i» " A l i i i J i l j i ' J' i p i H w ^ .
' ^ S* # -
: 1L
I M iI v v l
F i g u r e 1 : A d s o r p t i o n m o d u l e ; a ) Sa m p l e l o a d i n g c o n n e c t i o n ; b ) C o l u m n c o n n e c t i o n
W h e n t h e r u n i s c o m p l e t e , d i s c o n n e c t t h e s a m p l e c o lu m n s f r o m t h e a d s o r p t i o n m o d u l e . M i n i m i z e
t h e i r c o n t a c t w it h t h e a i r b y w r a p p i n g a l u m i n u m f o i l a r o u n d b o t h e n d s o f e a c h c o l u m n K e e p t h e s a m p l e
c o l u m n s u p r i g h t i n a b e a k e r c o v e r e d w i t h a l u m in u m f o i l
T o r e m o v e in o r g a n i c c h l o r id e io n s , t h e s a m p l e s m u st b e r i n s e d w i t h a n it r a t e w a s h . D r a i n t h e o l d
n i t r a t e w a s h s o lu t i o n i n t o a w a s t e c o n t a i n e r F i l l t h e n it r a t e c h a n n e l w i t h f r e s h n it r a t e w a s h s o l u t io n
( 5 , 0 0 0 m g N O a
'
/ L K N O 3 ) . C o n n e c t t h e t o p c o l u m n t o t h e n it r a t e w a s h c h a n n e l . P r e s s t h e
"
N it r a t e
"
c h a n n e l
b u t o n
,
f o l l o w e d b y t h e
" S t a r t/ S t o p
"
b u t o n
,
t h e n t h e
"
O K
" b u t o n . T h i s p r o g r a m w i l l w a s h t h e c o l u m n
w it h 2m L o f t h e n it r a t e w a s h s o l u t i o n ( 5 , 0 0 0m g N O s
'
/ L K N O 3 ) a t a r a t e o f I m L / m i n . D o t h e s a m e f o r t h e
b o t o m c o l u m n I f t h e s a m p l e c o l u m n s a r e n o t r e a d y t o b e a n a ly z e d o n t h e D X
- 2 0 00 O r g a n i c H a l i d e
A n a l y z e r , c o v e r t h e e n d s o f t h e c o l u m n s w it h a l u m i n u m f o i l a g a i n a n d st o r e i n a b e a k e r c o v e r e d w i t h f o i l
F o r s am p l e c o lu m n s t h a t a r e r e a d y t o b e a n a ly z e d , t r a n s f e r t h e m t o t h e D X - 2 0 00 O r g a n i c H a l i d e A n a ly z e r
f o r T O C l/ T O B r s am p l e c o l le c t i o n . T h r o u g h o u t t h e e n t i r e s am p le a d s o r p t i o n p r o c e s s , t w o n i t r a t e b l a n k s
m u s t b e m a d e
,
e a c h b l a n k i n a s i n g l e c o l u m n , t y p ic a l l y a t t h e b e g i n n in g a n d a t t h e e n d o f t h e a d s o r p t i o n
p r o c e s s
I n s t r u m e n t P r e p a r a t i o n of T o t a l O r g a n i c H a l i d e s ( T OX) A n a ly z e r
B e f o r e u s i n g t h e D X
- 2 00 0 O r g a n i c H a l i d e A n a l y z e r m o d u l e f o r s a m p l e a n a ly s i s , m a k e s u r e t h a t
t h e g a s s u p p l i e s , o x y g e n f o r c o m b u s t i o n a n d h e l i u m a s c a r r i e r g a s , a r e e n o u g h . I f s o , o p e n t h e g a s v a l v e s .
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D o n o t u s e t h e i n s t r u m e n t i f t h e p r e s s u r e o f b o t h g a s e s i s a t SOOp s i o r lo w e r . C h a n g e g a s t a n k s w h e n
p r e s s u r e o f t h e g a s t a n k s r e a c h e s SOOp s i B e c a u s e t h e d e t e c t o r c o m p o n e n t s o f t h e T O X a n a ly z e r a r e n o t
u s e d i n t h i s m e t h o d
,
t h e c e l l r e a d i n g s d o n o t h a v e t o b e h i g h , b u t s t a b l e s o t h a t t h e i n s t r u m e n t p e r f o r m s
c o r r e c t ly .
I n t h e c o m p u t e r , s e l e c t t h e
" T O X T a l k
"
s h o r t c u t i c o n o n t h e d e s k t o p a n d d o u b le c l ic k o n
"
T O X
b y C o l u m n .
" S e le c t
" S y s t e m Se t u p
"
in t h e m e n u b a r , c l i c k
"
O p e n ,
"
t u r n t h e s y s t e m t o
"
R e a d y
"
m o d e , a n d
t u r n t h e c e l l
" O n " h i c r e a s e t h e f u r n a c e t e m p e r a t u r e t o 8 5 0
° C f r o m it s s t a n d b y t e m p e r a t u r e o f 5 5 0
° C in
in c r e m e n t s o f 5 0 ° C W h e n t h e t e m p e r a t u r e r e a c h e s t h e d e s ir e d r e a d y m o d e t e m p e r a t u r e , a n o r a n g e l i g h t in
t h e t e m p e r a t u r e c o n t r o l p a n e l in d i c a t o r w i l l a p p e a r in t h e
"
R e a d y
"
l ig h t W h i l e i n c r e a s i n g t h e f u r n a c e
t e m p e r a t u r e , p l u g t h e h e a t i n g t a p e p l u g in t o a p o w e r o u t l e t s o t h a t i t w i l l b e a t t h e r ig h t t e m p e r a t u r e
d u r i n g s am p le c o l le c t i o n .
N e x t , c h e c k t h e c o u l o m e t r i c c e l l . E v e n t h o u g h t h e c e l l i s n o t n e e d e d f o r a n y d e t e c t i o n , t h e l e v e l o f
a c e t i c a c i d i n t h e c e l l a l w a y s n e e d s t o b e a t t h e n e c k o f t h e c e l l s o t h e i n s t r u m e n t d o e s n o t m a l f u n c t i o n . I f
t h e a c e t ic a c i d l e v e l i s b e l o w t h e n e c k
,
fi l l u p t h e c e l l w it h a c i d . C h e c k i f t h e r e a r e a n y b u bb l e s i n t h e
e l e c t r o d e I f b u b b l e s a r e p r e s e n t , r e m o v e i t f r o m t h e c e l l b y d i s c o n n e c t i n g t h e w ir i n g a t t h e t o p (p u l l t h e
w i r e o f f o f t h e e l e c t r o d e , d o N O T p u l l t h e o r a n g e p l u g o u t o f t h e e l e c t r o d e i t s e lf ) , a n d p u l l t h e e le c t r o d e
o u t o f t h e c e l l . T a k e t h e e le c t r o d e a n d t h e b o t t l e o f 7 0 % a c e t i c a c i d in t o t h e h o o d R e m o v e t h e o r a n g e
p l u g l o c a t e d o n t h e S ID E o f t h e e l e c t r o d e . T u r n t h e e le c t r o d e u p s i d e d o w n w it h t h e w h i t e s p o n g y e n d
f a c i n g u p w a r d s . I n s e r t t h e t i p o f t h e a c e t i c a c i d b o t t le in t o t h e s i d e o p e n i n g a n d f i l l t h e e l e c t r o d e w i t h
a c i d T u r n t h e e l e c t r o d e o n i t s s i d e w h i l e f i l l i n g s o t h a t i t c a n b e fi l l e d t o t h e t o p o f t h e o p e n i n g . T h e n ,
i n s e r t t h e o r a n g e s e p t a b a c k i n t o t h e SI D E o p e n in g w h i l e r o t a t i n g t h e e l e c t r o d e s o t h a t t h e w h it e s p o n g y
e n d i s a g a i n f a c i n g u p w a r d s . D o i n g s o s h o u l d p u s h a n y b u b b le s i n t h e e l e c t r o d e o u t o f t h i s e n d a n d le a v e
t h e t u b e f r e e o f a ir . I f n o t
,
r e p e a t t h e p r o c e s s a g a in u n t i l a l l o f t h e b u b b l e s a r e g o n e . W h i le i t m a y s e em
p o i n t le s s t o d o s o f o r t h i s m e t h o d , s i n c e t h e e l e c t r o d e i s n o t b e in g u s e d a s a d e t e c t o r , it p r e v e n t s t h e
e l e c t r o d e fr o m b e i n g d a m a g e d .
I f e v e r j ^ h in g i s fi n e w it h t h e c e l l a n d t h e e l e c t r o d e , e m p t y t h e c o n t e n t s o f t h e s c r u b b e r v i a l in t o a n
a c i d w a s t e c o n t a in e r a n d fi l l t o t h e m a r k e d l i n e w i t h f r e s h 80% H 2 SO 4 . C o n n e c t t h e s c r u b b e r v i a l t o t h e
c o m b u st i o n t u b e a n d i n s e r t t h e p l a s t i c c o n n e c t o r i n t o t h e s i d e o f t h e v ia l t h a t c o n n e c t s t h e s c r u b b e r t o t h e
c e l l . I n t h e f r o n t p a n e l o f t h e T O X in s t r u m e n t , m a k e s u r e t h a t t h e g a s fl o w s a r e a t t h e c o r r e c t p o s i t io n s I n
t h e fr o n t p a n e l c h e c k t h a t t h e g a s fl o w f o r o x y g e n i s a r o u n d 5 0m L /m i n a n d h e l iu m i s a r o u n d 2 5m L /m i n .
A dj u st t h e fl o w u p a n d d o w n b y t u r n i n g t h e k n o b s , i f n e c e s s a r y .
O n c e t h e b a s e l i n e i s st a b le , w h e n t h e v o l t a g e a n d c u r r e n t a r e n o t c h a n g i n g , u n d e r
"
Sy s t em
C h e c k s
,
"
s e le c t
"
C l e a n B o a t .
" W h e n t h e g r a p h a pp e a r s , c l i c k o n
" S t a r t ,
" w h i c h s e n d s t h e b o a t i n t o t h e
o v e n a n d m a k e s t h e s y s t e m b u m o f f a n y r e s id u e l e ft o n t h e b o a t f r o m p r e v i o u s r u n s s o t h a t it w i l l n o t b e
t r a n s f e r r e d t o t h e s a m p l e s
A ft e r t h e b o a t h a s b e e n c l e a n e d , t h e s y s t e m i s r e a d y t o st a r t m a k i n g t h e T O C l/ T O B r s a m p l e s F i l l
a c le a n
,
d r y s c r u b b e r v i a l ( n o t t h e s a m e o n e u s e d f o r t h e 8 0% H 2 SO 4 ) w i t h 7m L o f L O W D O N O T a t t a c h
it t o t h e g l a s s c o m b u s t i o n t u b e y e t R e m o v e p l a s t i c e n d c a p s f r o m t h e s am p l e c o l u m n a n d w it h t h e T
-
s h a p e d t o o l , i n j e c t t h e s a m p l e in t o t h e b o a t C l o s e t h e l id a n d m a k e s u r e t h a t it i s s e a l e d t i g h t ly . Se l e c t
"
C l e a n B o a t
" W h e n t h e g r a p h a pp e a r s o n t h e s c r e e n , d i s c o n n e c t t h e s c r u b b e r v i a l c o n t a i n in g 80% H 2 SO 4 ,
d i s c o n n e c t t h e t u b i n g t h a t c o n n e c t s t h e s c r u b b e r t o t h e c e l l , c o n n e c t t h e s c r u b b e r v i a l c o n t a i n i n g 7m L
L G W t o t h e g l a s s c o m b u s t i o n t u b e , a n d i m m e d ia t e l y c l i c k
" O K .
"
T h e bo a t w i l l s t a r t t o m o v e in t o t h e
f u r n a c e a n d s am p l e c o l l e c t i o n w i l l b e g i n .
W a t c h t h e b o t t o m l e ft c o m e r o f t h e c o m p u t e r s c r e e n t o d e t e r m i n e a t w h i c h st e p t h e s a m p l e
p r o c e s s is W h e n t h e p r o m p t
"
B o a t t o c o o l " a p p e a r s , w h i c h o c c u r s a t a r o u n d 2 20 s e c o n d s , d i s c o n n e c t t h e
s a m p le s c r u b b e r v i a l f r o m t h e c o m b u s t i o n t u b e , r e c o n n e c t t h e a c i d s c m b b e r v i a l , a n d r e a t a c h t h e t u b i n g
t h a t c o n n e c t s t h e s c r u b b e r v i a l t o t h e c e l l I t i s v e r y i m p o r t a n t t o r e a t t a c h t h e t u b in g t h a t c o n n e c t s t h e
s c r u b b e r t o t h e c e l l . F a i l u r e t o do s o c a u s e s t h e b a s e l i n e t o d r o p , w h i c h c a u s e s t h e in s t r u m e n t t o f a l l o u t o f
e q u i l ib r iu m . I t t a k e s a l o n g t i m e f o r t h e s y s t e m t o e q u i li b r a t e , s o r e a t a c h i n g t h e t u b in g is n e c e s s a r y
T a k e t h e s am p le s c r u b b e r v i a l c o n t a i n in g t h e c o l l e c t e d T O C l/ T O B r t o t h e h o o d M e a s u r e o u t
3 m L o f L G W in a g r a d u a t e d c y l i n d e r . P o u r t h e c o ll e c t e d s a m p l e i n t o a 2 0m L g la s s v i a l , la b e le d
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a p p r o p r i a t e ly , w i t h a n o p e n
- t o p c a p a n d P T F E
- l in e d s e p t a . R i n s e t h e v i a l a n d r e m o v a b l e g la s s t u b i n g w it h
t h e 3 m L o f L G W u s i n g a g l a s s P a s t e u r p i p e t t e . P o u r t h i s r i n s e i n t o t h e 2 0 n i L g l a s s v i a l w i t h t h e r e s t o f t h e
s a m p l e St o r e t h i s s a m p le a t 4
° C R in s e t h e s a m p l e v i a l a n d r e m o v a b le g l a s s t u b i n g t h r e e t im e s w i t h L GW
a n d in v e r t o v e r a K i m W i p e u n t i l n e x t u s e . R i n s e t h e g r a d u a t e d c y l i n d e r w it h L G W U s e a n e w P a st e u r
p ip e t t e e a c h t i m e .
B e f o r e c o l l e c t i n g a n o t h e r s a m p l e , t h e b o a t s h o u l d b e v a c u u m e d A ft e r v a c u u m i n g , t h e T O X
a n a ly z e r i s r e a d y f o r t h e n e x t s a m p l e c o l l e c t i o n . F o l lo w t h e s e st e p s w it h e v e r y s am p l e c o l u m n u n t i l a l l o f
t h e s a m p l e s a r e c o l l e c t e d i n 2 0m L g l a s s v i a l s W he n fi n i s h e d , s t o r e t h e s a m p l e s a t 4
° C u n t i l a n a ly s is o n
t h e I C . U n p l u g t h e h e a t i n g t a p e f r o m t h e p o w e r o u t l e t , d i s c o n n e c t t h e a c i d s c r u b b e r , w i p e o f f t h e r e d s e p t a
a t t h e e n d o f t h e t u b e t h a t c o n n e c t s t h e a c id s c r u b b e r v i a l t o t h e c e l l w it h a K i m W i p e a n d L G W , a n d g o t o
"
Sy s t em S t a r t u p
"
a n d s w it c h t h e a n a ly z e r t o
"
St a n d b y
" m o d e ( 5 5 0
° C ) . C l o s e t h e g a s v a l v e s a n d c l e a n u p
t h e s p a c e a r o u n d t h e in s t r u m e n t s .
M a t r i x & S c r u b b e r S p i k e s
M a t r i x s p i k e s a m p l e s a r e a q u e o u s s a m p l e s i n t o w h i c h a n o r g a n i c h a l o g e n h a s b e e n a d d e d i n t o t h e
m a t r i x , o r t h e a c t u a l w a t e r s a m p l e . F o r t h i s s p ik e , a s t o c k s o l u t i o n s o f p e n t a c h l o r o a c e t o n e a n d ( ± ) 1, 2 -
di b r o m o p r o p a n e w e r e p r e p a r e d a t c o n c e n t r a t i o n s o f 3 0m g / m L i n M t B E a n d 4 0m g / m L i n M t B E ,
r e s p e c t i v e l y . T h e p e n t a c h l o r o a c e t o n e st o c k s o lu t i o n w a s d i l u t e d t o a w o r k i n g s o l u t i o n a t 0 2 5g C 17 L i n
M e O H , w h i l e t h e d i b r o m o p r o p a n e s t o c k s o l u t io n w a s d i l u t e d t o a w o r k in g s o l u t i o n a t 0 . 3 0 g B r VL i n
M e O H .
S e l e c t a w a t e r s a m p l e a t r a n d o m f o r m a t r i x sp i k in g . T o d e t e r m i n e t h e m a t r ix s p ik e
c o n c e n t r a t i o n s
,
l o o k a t t h e T O X d a t a f o r t h a t p a r t ic u l a r w a t e r s a m p l e (T O X d a t a s h o u l d h a v e b e e n
c o l le c t e d a l r e a d y f o r t h i s s a m p le ) . A s s u m e t h a t h a l f o f t h i s T O X v a lu e i s c h l o r i d e a n d t h e o t h e r h a l f i s
b r o m i d e S i n c e t h e T O X v a lu e i s g i v e n i n u n i t s o f
"
ju g a s C 17L ,
"
c o n v e r t t h e b r o m i d e h a l f i n t o
" "




D o u b le t h e s e t h e o r e t i c a l c h lo r i d e a n d b r o m i d e v a lu e s
,
b e c a u s e t h e m a t r i x s p ik e c o n c e n t r a t i o n s s h o u l d
b e t w o t i m e s t h e e x p e c t e d , w h ic h w i l l b e t h e c o n c e n t r a t i o n o f p e n t a c h lo r o a c e t o n e a n d ( ± )1 , 2 -
d i b r o m o p r o p a n e t h a t s h o u l d b e s p i k e d i n t h e s am p le U s e t h e w o r k in g s o l u t i o n s o f p e n t a c h l o r o a c e t o n e
a n d ( + ) l , 2 - d i b r o m o p r o p a n e
Sp i k e t h e s e c o n c e n t r a t i o n s o f p e n t a c h lo r o a c e t o n e a n d (± )1 , 2 - d i b r o m o p r o p a n e i n t o t h e w a t e r
s a m p l e fi l l e d u p t o t h e n e c k i n a 5 0m L v o l u m e t r i c fl a s k A ft e r s p i k i n g , fi l l t o t h e 5 0 m L m a r k a n d i n v e r t
t h r e e t im e s N o w t h e s a m p l e i s r e a d y t o b e a d s o r b e d o n t o c a r b o n c o l u m n s a n d r u n t h r o u g h t h e T O X t o
c o l l e c t t h e T O C l / T O B r s a m p l e . O n c e t h i s s a m p l e i s c o l l e c t e d , it is t r a n s f e r r e d t o a 2 0m L g l a s s v i a l w i t h
a n o p e n - t o p c a p a n d P T F E
- l i n e d s e p t a a n d s t o r e d a t 4
°
C u n t i l a n a l y s i s o n t h e I C .
Sc r u b b e r s p i k e s a m p l e s r e q u ir e 5m L o f t h e l Om L T O C l/ T O B r s a m p le s c o ll e c t e d u s in g t h e T O X
a n a l y z e r . T h e s a m p l e s a r e s p i k e d a ft e r s a m p l e c o l l e c t i o n w it h 10 |i L o f a n i n o r g a n i c c h lo r id e a n d b r o m i d e
c a l i b r a t io n s t a n d a r d a t l OOm g / L , t o g i v e a 2 00 ppm s p ik e . T h e n t h e s p i k e d s a m p le i s a n a l y z e d o n t h e I C .
T h e s c r u b b e r s a m p l e t o b e s p i k e d i s s e l e c t e d a t r a n d o m . 5m L o f t h i s s c r u b b e r s a m p l e i s p l a c e d i n
a 5m L v o l u m e t r i c fl a s k l O^ L o f t h e l OOm g C I
"
a n d B r
'
/ L c a l i b r a t i o n s t a n d a r d i s i n j e c t e d i n t o t h e s a m p l e
a n d t h e fl a s k i s in v e r t e d t h r e e t im e s T h e s p i k e d s am p le i s t r a n s f e r r e d t o a g l a s s v ia l w it h a n o p e n - t o p c a p
a n d P T F E - l in e d s e p t a a n d st o r e d a t 4
° C u n t i l a n a ly s is o n t h e I C .
C a l i b r a t i o n S t a n d a r d s
St o c k s o lu t i o n s o f in o r g a n ic c h l o r i d e a n d b r o m i d e a r e p r e p a r e d a t 1OOOm g / L f o r e a c h i o n s p e c i e s .
T h e s e s o l u t i o n s a r e g o o d f o r s i x m o n t h s a n d m u s t b e st o r e d i n 2 50 mL am b e r g l a s s b o t t l e s w i t h o p e n - t o p
c a p s a n d P T F E - l i n e d s e p t a a t 4
° C . U s in g t h e s e st o c k s o l u t i o n s , a c a l ib r a t i o n s t a n d a r d a t l OOm g / L is
p r e p a r e d , w h i c h l a s t s f o r o n e m o n t h . T h e c a l i b r a t i o n s t a n d a r d i s u s e d t o m a k e t h e c a l ib r a t i o n p o in t s
T h e f o l l o w i n g c a l i b r a t i o n p o i n t s s h o u l d b e m a d e :
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C o n c e n t r a t i o n
( |Li g C r a n d B r VL )
T o t a l V o l u m e i n
L G W (m L )
0 100
5 0 100
10 0 1 0 0
2 0 0 100
3 00 100
500 100
10 00 10 0
15 00 10 0
50 00 10 0
A l l o f t h e c a l i b r a t i o n p o in t s s h o u l d b e m a d e i n l OOm L v o l u m e t r i c fl a s k s . T h e y s h o u l d b e fi l l e d t o
t h r e e - f o u r t h s o f t h e w a y t o t h e l in e w it h L G W , t h e a p p r o p r i a t e am o u n t o f l OOm g / L c a l i b r a t i o n s t a n d a r d
a d d e d
,
L G W a d d e d t o t h e fi l l l in e
,
a n d i n v e r t e d t h r e e t i m e s T h e se c a l i b r a t i o n s o l u t i o n s sh o u l d b e p l a c e d
i n a p p r o p r i a t e l y l a b e l e d 4 0m L g l a s s v ia l s a t 4
° C u n t i l I C a n a ly s i s C a l i b r a t i o n p o i n t s s h o u l d b e r u n e v e r y
d a y b e f o r e s a m p l e s a r e r u n . A ft e r e v e r y 10 s a m p le s , t h e 2 0 0 |a g/L c a l i b r a t i o n p o i n t i s in j e c t e d t o a s a
p e r f o r m a n c e c h e c k . C a l i b r a t i o n s o l u t i o n s sh o u l d b e m a d e f r e s h w e e k ly .
D i o n e x I o n C h r o m a t o g r a p h P r ep a r a t i o n
T h e m o b i l e p h a s e f o r t h i s p r o c e d u r e i s 3 . 5m M N a 2 C 0 3 / l m M N a H C O a a n d s h o u l d b e fi l t e r e d
u s i n g a 4 7m m , 0 . 4 5 p m hy d r o p h i l i c p o l y e t h e r s u l f o n e fi l t e r . T h e r e g e n e r a n t f o r t h i s p r o c e d u r e i s 2 5m N
H 2 SO 4 C o n n e c t t h e s a m p l e l o o p , g u a r d c o lu m n , a n d c o lu m n . D o n o t y e t a t t a c h t h e s u p p r e s s o r t o t h e
m o b i l e p h a s e l i n e o r t h e r e g e n e r a n t l i n e ; h o w e v e r , t h e s u p p r e s s o r c a n b e a t t a c h e d t o t h e c o l u m n
C h e c k t o s e e i f t h e h e l i u m g a s t a n k p r e s s u r e i s a t 5 0 0p s i o r l o w e r I f s o , t h e t a n k n e e d s t o b e
c h a n g e d I f t h e t a n k p r e s su r e i s a b o v e 5 00p s i , o p e n t h e v a l v e s t o s t a r t t h e g a s fl o w .
S w i t c h o n t h e C o n d u c t i v i ty D e t e c t o r (t h e s q u a r e , b l u e b u t t o n o n t h e t o p le ft c o m e r ) M a k e s u r e
t h e c e l l i s O F F a n d t h a t i t i s in L O C A L m o d e . S w it c h o n t h e G r a d i e n t P u m p ( s w i t c h i s l o c a t e d a t t h e b a c k
o f t h e p u m p ) M a k e s u r e t h a t i t i s i n L O C A L m o d e a n d t h a t t h e m o b i l e p h a s e i s o n S T O P Sw it c h o n t h e
F l u e n t D e g a s M o d u le (m a i n s i l v e r s w i t c h b e s i d e t h e p r e s s u r e g a u g e ) A dj u s t t h e p r e s s u r e t o 5 p s i Sw i t c h
o n t h e A C I s o t h a t t h e c o m p u t e r a n d t h e IC c a n c o m m u n i c a t e b e t w e e n e a c h o t h e r
F l i p t h e m o b i l e p h a s e s w it c h 4 u p t o t h e O N p o s i t i o n a n d l o o s e n t h e c a p o n t h e 3 5m M
N a 2C 0 3 / l m M N a H C O a l a b e l e d b o t t l e F l ip s w i t c h 2 t o O N p o s it io n f o r L G W a n d l o o s e n t h e c a p L o c a t e
s p a r g e l i n e 4 a n d 2 a n d r e m o v e t h e p l u g s . F l i p t h e t o p s w it c h e s t o t h e S PA R G E p o s i t i o n P la c e t h e l i n e s
i n a s m a l l v i a l o f m e t h a n o l o n e a t a t im e t o c h e c k t h a t t h e g a s i s fl o w i n g . W i p e t h e t i p o f f t h o r o u g h ly w i t h
a K i m W i p e a n d c o n n e c t t h e l i n e t o t h e s p a r g e p o r t o n t h e m o b i l e p h a s e b o t t le a n d o n t h e L G W bo t t l e
A l l o w m o b i l e p h a s e a n d L G W t o s p a r g e f o r 10 m i n u te s f o r o l d m o b i l e p h a s e a n d L G W a n d 2 0 m i n u t e s
f o r f r e s h o n e s .
R e m o v e t h e s p a r g e l in e s , t ig h t e n t h e c a p s o n t h e bo t t l e s , r e - p l u g t h e s p a r g e l i n e s , fl i p s w i t c h e s 2
a n d 4 d o w n t o t u rn t h e m o f f
,
a n d fl i p s w it c h e s 2 a n d 4 fi
"
o m SPA R G E t o PR E SSU R IZ E . T e s t p r e s s u r e
l i n e s f o r g a s fl o w i n m e t h a n o l a n d w i p e t h e t i p s t h o r o u g h ly C o n n e c t t h e p r e s s u r e l i n e s t o p r e s s u r e p o r t s
o n t h e ir r e s p e c t i v e b o t t l e s M a k e s u r e t h a t t h e p r e s s u r e i s s t i l l a r o u n d 5 p s i C h e c k t h e h e l i u m t a n k f o r
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l e a k s b y t u r n i n g o f f t h e t a n k , t a p p i n g t h e g a u g e t o s e e i f p r e s s u r e c h a n g e s , a n d t u r n i n g t h e t a n k b a c k o n I f
a n y c h a n g e i n t h e se t l e v e l g a u g e i s s e e n , t h e n t h e r e i s a le a k
O n t h e g r a d ie n t p u m p , m a k e s u r e t h a t t h e p u m p i s s e t a t t h e p r o p e r fl o w r a t e a n d p e r c e n t T h e
L G W b o t t l e a t lo c a t i o n 2 s h o u l d b e a t 1 00 % a t a fl o w r a t e o f I m L / m in . T o c h a n g e t h e p e r c e n t , p r e s s
" %
,
2 , 1 , 0 , 0 .
" M a k e s u r e t h e o t h e r r e s e r v o i r s a r e a t 0% . A t t a c h a 3m L s y r in g e t o t h e c le a r p o r t o n t h e
g r a d i e n t p u m p . T u r n t h e s i lv e r b a r t o w a r d s t h e s y r in g e s o t h a t i t i s p a r a l le l t o t h e s y r i n g e a n d it i s p o in t i n g
t o w a r d s y o u . P u s h S T A R T o n t h e g r a d i e n t p u m p s o t h e L G W w i l l r u n . D r a w b a c k o n t h e p l u n g e r o f t h e
s y r in g e t o s t a r t fi l li n g i t w i t h L G W F i l l t h e s y r in g e w it h 3 m L o f L G W a n d p u s h S T O P t o s t o p t h e fl o w .
F l i p t h e s i l v e r b a r p a r a l l e l t o t h e p u m p t o c l o s e t h e v a lv e . D i s c o n n e c t t h e s y r in g e a n d e m p t y t h e c o n t e n t s
i n t o a w a s t e b e a k e r . R e p e a t t h is p r o c e d u r e t w o m o r e t i m e s , b u t a ft e r fi l l i n g t h e s y r i n g e a t h ir d t i m e , d o n o t
d i s c o n n e c t th e s y r in g e a ft e r p u s h i n g ST O P u n le s s t h e r e a r e a i r b u b b l e s , in w h i c h c a s e t h e s y r i n g e w i l l
n e e d t o b e d i s c o n n e c t e d a n d t h e b u b b le s r e m o v e d b e f o r e p r o c e e d i n g . W h e n b u bb l e s h a v e b e e n r em o v e d ,
t u r n t h e b la c k k n o b
,
l o c a t e d a b o v e a n d t o t h e r i g h t o f t h e s y r i n g e , t o t h e l e ft t o lo o s e n it S lo w l y p u s h t h e
c o n t e n t s o f t h e s y r i n g e b a c k in t o t h e p u m p w h i l e w a t c h i n g t h e c l e a r t u b i n g b e l o w t h e b l a c k k n o b . M a k e
s u r e a ll o f t h e b u b b le s i n t h e t u b i n g a r e e v a c u a t e d b y t a p p i n g o n t h e t u b in g . T u r n t h e b l a c k k n o b i n t o t h e
c l o s e d p o s i t i o n R e t u r n t h e s i l v e r b a r t o t h e o r i g i n a l , c l o s e d p o s i t i o n . D i s c o n n e c t t h e s y r in g e a n d em p t y
a n y le ft o v e r L G W i n t o t h e w a s t e b e a k e r . R e p e a t t h i s p r o c e d u r e f o r t h e m o b i l e p h a s e b o t l e a t l o c a t i o n 4
P r e s s S T A R T o n t h e m o b i l e p h a s e fl o w a n d w a t c h t h e p r e s s u r e I f p r e s s u r e r i s e s d r am a t i c a l ly a n d
c o n t i n u e s t o d o s o b e y o n d t h e p r e s s u r e a t w h ic h i t w a s s t a b i l i z e d d u r in g t h e l a s t r u n , s t o p t h e fl o w T h e r e
i s a b l o c k a g e i n t h e l in e a n d w i l l h a v e t o b e r e m o v e d b e f o r e p r o c e e d in g . A l s o , c h e c k t h e m o b i le p h a s e
l i n e i n t h e s in k t o s e e if it i s d r i p p in g I f n o m o b i l e p h a s e i s d r i p p i n g o u t , t h e r e i s a b l o c k a g e i n t h e l in e .
O n c e t h e m o b i l e p h a s e i s d r i p p i n g o u t o f t h e e lu e n t l i n e , c o n n e c t it t o t h e
"
E L U EN T I N " p o r t o n t h e
s u p p r e s s o r . T h e
" E L U E N T O U T
"
p o r t s h o u ld b e c o n n e c t e d t o t h e d e t e c t o r .
W h i l e p r e s s u r e i s e q u i l i b r a t i n g , t i g h t e n t h e c a p o n t h e r e g e n e r a n t b o t t l e a n d t i g h t e n t h e c o n n e c t i o n
b e t w e e n t h e r e g e n e r a n t b o t le p o r t a n d t h e l i n e g o in g t o t h e p u m p . T u r n o n t h e g a u g e t o ~ l - 2m L / m in , b u t
n o t h i g h e r t h a n 3m L /m i n o r e l s e t h e s u p p r e s s o r m e m b r a n e w il l b e d a m a g e d . O n c e t h e r e g e n e r a n t s t a r t s
fl o w i n g o u t o f t h e l i n e , c o n n e c t t h e l in e t o t h e
"
R E G EN IN
"
p o r t o n t h e s u p p r e s s o r . T h e
"
R E G EN O U T "
p o r t s h o u ld b e c o n n e c t e d t o t h e r e g e n e r a n t w a st e l i n e . W a t c h t h e l i n e f o r a n y b u bb l e s . I f s o , t a p t h e
s u p p r e s s o r u n t i l t h e y fl o w o u t C h e c k t h e fl o w o f t h e r e g e n e r a n t w a st e l i n e b y u s i n g a g r a d u a t e d c y l i n d e r
a n d t i m i n g f o r 1 m i n u t e t o m e a s u r e t h e fl o w r a t e . L e t t h e p r e s s u r e a n d p u m p e q u i l i b r a t e f o r a b o u t 3 0
m i n u t e s . K e e p t h e c e l l O F F
A ft e r t h e p r e s s u r e h a s s t a b i l i z e d , r e c o r d t h i s v a l u e in t h e lo g b o o k T u rn t h e c e l l O N o n t h e
d e t e c t o r a n d a l l o w i t t o e q u i l i b r a t e . R e c o r d t h i s v a l u e i n t h e lo g b o o k , a s w e l l . T h e v a l u e s h o u l d a l w a y s b e
a r o u n d t h e v a l u e t h e l a st t im e t h e I C w a s u s e d . I f i t v a r ie s c o n s i d e r a b l y , t r y t h e f o l l o w i n g t e st s t o d e t e c t
t h e p r o bl e m :
• S t o p t h e fl o w a n d t u r n t h e c e l l o f f .
• D i s c o n n e c t t h e c o l u m n
, p l u g t h e e n d s , a n d s c r e w t h e t w o l i n e s t o g e t h e r .
• St a r t t h e p u m p a n d t u r n t h e c e ll o n
• I f p r e s s u r e d e c r e a s e s , t h e c o l u m n i s c a u s in g t h e p r o b l e m
• I f t h e p r e s s u r e i s s t i l l h i g h , r e m o v e t h e s u p p r e s s o r c o n n e c t i o n i n t h e s a m e f a s h io n a s a b o v e a n d
s e e w h a t t h e c e l l r e a d i n g r e t u r n s
• I f t h e p r e s s u r e i s s t i l l h i g h , r e c o n n e c t e v e r y t h i n g a s n o r m a l , s t a r t t h e fl o w , a n d t u r n t h e c e l l o n .
C h e c k f o r l e a k s i n t h e s y s t e m .
S w i t c h t h e c e l l a n d t h e p u m p t o R E M O T E s e t in g s . O p e n P e a k N e t p r o g r a m o n t h e c o m p u t e r .
M a k e s u r e t h a t t h e d a t a w i l l b e s a v e d i n t h e a p p r o p r i a t e f o l d e r ( s e e b e l o w f o r d e t a i l s ) G e t a n e w s y r i n g e
a n d r in s e it w i t h L G W . W i p e t h e e n d o f t h e s y r i n g e c l e a n , a n d t h e n r i n s e t h e s y r i n g e w it h a l it l e b it o f
s am p l e . D i s c a r d in t o a w a s t e c o n t a i n e r D r a w a b o u t I m L o f s a m p l e i n t o t h e s y r i n g e a n d a t a c h s y r i n g e t o
t h e s am p l e v a lv e . T h e s y s t e m i s n o w r e a d y f o r I C a n a ly s i s T y p e i n t h e s a m p le n am e , in j e c t t h e s am p l e
i n t o t h e v a l v e , a n d c l i c k R U N . T h i s s am p le w i l l r u n f o r 1 5 m i n u t e s , a ft e r w h i c h a n o t h e r s a m p l e m u s t be
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in j e c t e d . A ft e r e a c h s a m p l e r u n , r i n s e t l i e s y r i n g e w i t h L G W o n c e a n d o n e t im e w it h a s m a l l v o lu m e o f
t h e n e x t s a m p l e t o b e a n a l y z e d .
C o mp u t e r P r e a p r a t i o n of D i o n e x I C
D a t a St o r a g e
I n t h e D a t a f o l d e r in t h e P e a k N e t f o l d e r
,
c r e a t e a f o l d e r w it h t h e u s e r
'
s n a m e W it h i n t h i s f o l d e r ,
c r e a t e a n e w f o l d e r n am e d u s i n g t o d a y
'
s d a t e Se le c t " M e t h o d s " i n P e a k N e t ' s m a i n m e n u a n d s e l e c t t h e
m e t h o d
"
t o c l m a n
"
C h a n g e t h e d i r e c t o r y t o t h e fi l e t h a t w a s j u st c r e a t e d S a v e c h a n g e s a n d c l o s e t h e
m e t h o d s
R u n
C l i c k o n R u n A C l o n t h e P e a k N e t m a in m e n u . C l o s e t h e " IC 2 " w i n d o w M a k e s u r e t h e p u m p a n d
t h e d e t e c t o r a r e s e t t o R E M O T E
,
w h i c h w e r e s e t t o L O C A L o r i g i n a ll y . C l i c k L O A D a t t h e t o p o f t h e
s c r e e n a n d se l e c t
" M e t h o d " S e l e c t t h e " t o c l m a n " m e t h o d a n d c l i c k " O K " A p r o m p t w i l l a p p e a r t h a t s a y s
"
L o a d i n g G P M e v e n t s . . .





St a r t
,
"
e n t e r t h e s a m p l e n a m e ,
a n d t h e n c l ic k
"
St a r t R u n .
"
S h u t t i n g D o w n t h e I C
Sw it c h a l l t h e m o d u l e s t o t h e L O C A L m o d e , t u r n t h e c e l l O F F , a n d ST O P t h e p u m p . S w it c h t h e
p u m p t o 10 0% f o r L G W , lo c a t i o n 2 L e t L G W f l o w t h r o u g h t h e c o l u m n f o r 10 m i n u t e s . D o i n g s o p r o t e c t s
t h e c o l u m n f o r t h e n e x t u s e ST O P t h e p u m p , s w it c h s e t t i n g s b a c k t o 1 00 % fo r t h e m o b i l e p h a se i n
l o c a t i o n 4 f o r t h e n e x t u s e T u r n o f f t h e r e g e n e r a n t g a u g e , l o o s e n c o n n e c t i o n a t p o r t , a n d l o o s e n t h e c a p .
D i s c o n n e c t t h e r e g e n e r a n t a n d e l u e n t l i n e s a n d p l u g u p t h e p o r t s o n t h e s u p p r e s s o r .
T u r n t h e g a s m o d u l e t o s p a r g e p o s i t i o n , l o o s e n t h e c a p s o n t h e m o b i l e p h a s e a n d L G W b o t t le s ,
t u r n o f f t h e e n t i r e m o d u l e , t u r n o f f t h e s w i t c h f o r t h e s e c o n d a n d f o u r t h b o t t l e l o c a t i o n s , sw it c h t o
p r e s s u r iz e , a n d t i g h t e n t h e c a p s
T u r n o f f t h e p u m p , t h e d e t e c t o r , a n d t h e A C L T u r n o f f t h e h e l i u m t a n k v a lv e . R e c o r d t h e n u m b e r
o f i n j e c t i o n s m a d e in t h e l o g b o o k St o r e s a m p l e s i n t h e r e f r i g e r a t o r .
D a t a A n a ly s i s
T o v i e w t h e c h r o m a t o g r a m s , c l i c k o n
"
O p t i m i z e
"
i n t h e m a i n m e n u a n d t h e n o p e n t h e d e s i r e d
f i l e . C l i c k o n t h e
" M a n u a l I n t e g r a t i o n
"
ic o n t o v i e w t h e p e a k a r e a s C h l o r id e
'
s r e t e n t i o n t i m e o c c u r s a t
a r o u n d 5 20 m i n u t e s , w h i l e b r o m i d e
'
s r e t e n t io n t i m e o c c u r s a t a r o u n d 7 . 3 0 m i n u t e s C a li b r a t i o n c u r v e s ,
o n e e a c h f o r c h l o r i d e a n d b r o m i d e
,
s h o u l d b e c r e a t e d i n E x c e l C r e a t e a b e s t - fi t l i n e
,
d i s p la y t h e e q u a t i o n
a n d R - s q u a r e d v a l u e o n t h e g r a p h . A n R - s q u a r e d v a l u e o f 0 9 97 - 0 9 9 9 i s d e s i r e d T h e c a li b r a t io n c u r v e
s h o u l d b e u s e d o n l y f o r t h e s am p l e s t h a t w e r e r u n o n t h e s a m e d a y a s t h e c a l i b r a t i o n p o i n t s .
C h e c k t h e c h r o m a t o g r a m s f o r t h e s a m p l e s M a k e s u r e t h a t t h e i n t e g r a t i o n i s u n i f o r m I f n o t ,
m a n u a l ly a dj u s t t h e i n t e g r a t i o n s so t h a t t h e p e a k s a r e a l l i n t e g r a t e d a t b a s e l i n e U s e t h e c a l ib r a t i o n c u r v e s
t o d e t e r m i n e t h e c h l o r i d e a n d b r o m i d e c o n c e n t r a t i o n s i n t h e s a m p l e s . A v e r a g e t h e n i t r a t e b l a n k s a n d
s u b t r a c t t h e m f r o m t h e fi n a l c h l o r id e a n d b r o m id e c o n c e n t r a t i o n s .
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